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EPIDEMIOLOGÍA 

 

El cáncer es, por detrás de las enfermedades cardiovasculares, la segunda causa 

de muerte en los países desarrollados. En España el 28% de los hombres y el 20% de las 

mujeres fallecen como consecuencia de esta enfermedad (1).  

 

El tumor maligno del parénquima renal es la duodécima patología tumoral más 

frecuente en Estados Unidos. En este país, su incidencia se ha incrementado en un 43% 

desde 1973, y su mortalidad en un 16% (2). Según el último informe de la Sociedad 

Americana del Cáncer (ACS) (3) se estima que se diagnosticarán 1.228.600 nuevos 

casos de cáncer invasivo en Estados Unidos durante 1999, de los cuales 29.900 serán 

carcinomas renales (riñón y pelvis renal). En el hombre la incidencia del cáncer renal 

representará el 3% y en la mujer el 2% (Figura1). Según este informe se estima que en 

1998 fallecerán en Estados Unidos como consecuencia del cáncer 564.800 personas, 

más de 1.500 personas al día, y 11.600 de estos fallecimientos serán debidos al cáncer 

renal (riñón y pelvis renal). En Estados Unidos, el carcinoma renal supone el 3% de los 

tumores en el adulto y es el responsable del 2% de las muertes por cáncer (4). 

 

En el estudio realizado por Black et al sobre la incidencia y mortalidad del 

cáncer en los países de la Unión Europea en 1990, la incidencia del carcinoma renal 

representa el 3,4% de los tumores en el hombre  y el 2,1% de los tumores de la mujer. 
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Austria, Alemania y Finlandia son los países con mayor tasa de incidencia frente a los 

países del sur (España, Grecia y Portugal) donde la tasa de incidencia es tres veces 

menor. La tasa de mortalidad varía entre el 2,4% para los hombres y el 2,0% para las 

mujeres (5). 

 

En España en 1990, el carcinoma renal representa el 2,9% de los tumores en el 

varón y el 1,7% de los tumores en la mujer y es el responsable del 1,6%  y el 1,3 % de 

las muertes en el varón y en la mujer, respectivamente (5). Entre 1978 y 1992 

fallecieron en España como consecuencia del cáncer de riñón 9.024 hombres y 5.008 

mujeres con una edad media de 66 y 67 años respectivamente (6).  

 

La incidencia del carcinoma renal es aproximadamente el doble en hombres que 

en mujeres. El carcinoma renal es raro en las dos primeras décadas de la vida. Sólo el 

2% de los tumores renales son pediátricos (7). La incidencia se incrementa 

progresivamente desde los 40 años para alcanzar el pico máximo en la séptima y octava 

década de la vida. A la edad de 40 años el riesgo de padecer un cáncer de riñón es del 

1,27%, y de fallecer por esta causa del 0,51% (8).  

 

El 80-85% de todos los tumores de riñón son carcinomas de células renales. 

Otros tipos histológicos incluyen el carcinoma de células transicionales de pelvis renal, 

que constituye el 15-20% de los cánceres de riñón en adultos, y el tumor de Wilms  o 
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nefroblastoma en niños (8).  

 

 El cáncer renal es una enfermedad de pronóstico incierto porque el único  

tratamiento curativo es la cirugía, un porcentaje alto de los pacientes desarrollan 

metástasis y es muy resistente al tratamiento con quimioterapia y radioterapia (9). En la 

actualidad se están ensayando protocolos de inmunoterapia con resultados dispares 

según las series analizadas. 
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Figura 1. Estimación de la incidencia de cáncer en hombres  y en mujeres en E.E.U.U., 
1999 según la ACS (3). 
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ETIOPATOGENIA 

 

En la actualidad se considera al cáncer como el resultado de una acumulación de 

alteraciones genéticas que afectan a diversos genes con distintas funciones celulares, 

dependiendo estas alteraciones del tipo de tumor. 

 

La carcinogénesis es un proceso complejo en la que están implicados al menos 

dos tipos de sustancias o agentes, unas que inducen alteraciones genéticas o iniciadoras 

(en la mayoría de los casos mutágenos como las radiaciones y agentes químicos) y otras 

consideradas como promotores tumorales, cuyo papel parece consistir en aumentar la 

proliferación celular (factores de crecimiento). A pesar de haberse identificado varios de 

ellos, se conoce poco sobre los mecanismos por los cuales estos factores contribuyen al 

desarrollo del cáncer renal. 

 

El desarrollo del cáncer de riñón se entiende hoy en día como una secuencia de 

múltiples factores, teniendo como base una predisposición genética sobre la que actúan 

distintos factores ambientales, entre los cuales existen carcinógenos conocidos como el 

tabaco, asbesto, etc. Resulta interesante, desde el punto de vista de su prevención, el 

estudio de los factores de riesgo que aumentan la posibilidad de padecer esta 

enfermedad (Tabla I). 
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Tabla I. Factores de riesgo en el cáncer de riñón.  

Factores de riesgo Riesgo relativo de cáncer renal 
(I.C.) 

Nº de estudios

Enfermedad de Von Hippel-Lindau 100 >5 

Diálisis crónica 32 >5 

Obesidad 3.6 (2.3 –5.7) >5 

Tabaco 2.3 (1.1 – 5.1) >5 

Familiar de primer grado con cáncer 

renal 

1.6 (1.1 – 2.4) >5 

Hipertensión 1.4 (1.2 –1.7) >5 

Trabajadores de tintorerías 1.4 (1.1 –1.7) >5 

Diuréticos  1.3 (1.07 –1.52) >5 

Exposición a tricloroetileno 1.0 (0.7 –9.66) >5 

Radiación terapéutica 0.87,   3.2,   8.1 3 

Uso de fenacetina 1.1,    2.6,    6.0 3 

Riñón poliquístico 0.8,     2.0 2 

Exposición al cadmio 1.0,    2.0,   3.9 3 

Exposición al arsénico 1.6 1 

Exposición  a asbestos 1.1,   1.4,   1,8 3 

Vogelzang  et al (10).  
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1. FACTORES AMBIENTALES 

 
• Tabaco 

Algunos autores relacionan el consumo de cigarrillos con un incremento en el 

riesgo de padecer cáncer de riñón (11-14). 

 

En un estudio realizado por McLaughlin et al, uno de cada cuatro casos de 

carcinoma renal en los hombres y uno de cada diez en las mujeres se relaciona con el 

consumo de cigarrillos. En los fumadores habituales existe un incremento del riesgo de 

cáncer renal del 40% (riesgo relativo 1,4). Este riesgo se incrementa con la cantidad 

(número de cigarrillos) y con la duración (años de hábito). Dentro del grupo de los 

fumadores habituales, el riesgo relativo se incrementa desde un 1,1 para los que fuman 

menos de 16 paquetes al año hasta 2,0 para los que fuman más de 40 paquetes al año. 

Los ex-fumadores de más de 15 años experimentan una reducción del riesgo en un 15-

25% frente a los fumadores habituales. La edad en la que se inicia el hábito de fumar 

también influye; las personas que empezaron a fumar tarde (con más de 24 años) 

disminuyen el riesgo en dos tercios frente a los que comenzaron a fumar más jóvenes 

(menores de 12 años) (15).  

 

Un estudio realizado en Dinamarca con 368 casos de carcinoma renal y 396 

controles indica que el riesgo relativo es de 2,3 para hombres fumadores que consumen 

más de 40 paquetes al año (12). En otro estudio posterior realizado por el grupo de 
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Coughlin (14) el riesgo relativo varía entre 1,3 y 2,3 para los fumadores ocasionales y 

entre 2 y 3 para los grandes fumadores. 

 

Un estudio epidemiológico de casos-control realizado en Alemania por 

Schlehofer et al, con 277 casos de carcinoma renal y 286 controles, relaciona el 

consumo elevado de cigarrillos con el incremento en el riesgo de carcinoma renal; sin 

embargo, no encuentra diferencias significativas entre ex-fumadores y fumadores 

habituales (13). 

 

• Obesidad 

La obesidad puede ser otro factor de riesgo en el cáncer renal (16). Existen 

estudios en los que se ha observado que, sobre todo en las mujeres, existe una relación 

lineal entre el aumento de peso y el aumento de riesgo de carcinoma renal (17-18). Un 

estudio epidemiológico reciente de casos-control, realizado por Shapiro et al, ha 

asociado el aumento del índice de la masa corporal con el incremento de riesgo del 

carcinoma renal, tanto en hombres (riesgo relativo de 2,3) como en mujeres (riesgo 

relativo de 3,3) (19).  

 

• Diuréticos y fármacos 

El tratamiento con diuréticos se ha asociado durante los últimos 10 años con un 

incremento en el riesgo de carcinoma renal. En una revisión reciente, Grossman et al 
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encontraron 9 estudios de casos-control y 3 estudios de cohortes publicados entre 1996 

y 1998, en los que se estudiaba la relación entre el tratamiento con diuréticos y el 

carcinoma renal. En el caso de los estudios casos-control, el riesgo relativo medio de 

carcinoma renal en pacientes tratados con diuréticos frente a los no tratados fue 1,55. 

También en los tres estudios de cohortes con un total de 1.226.229 pacientes, se asoció 

el tratamiento con diuréticos con el riesgo de carcinoma renal, duplicándose el riesgo en 

los pacientes tratados con diuréticos. En 1 estudio de cohortes y en 7 estudios casos-

control, las mujeres presentaban mayor riesgo de carcinoma renal (riesgo relativo 2,01) 

que los hombres (riesgo relativo 1,69) (20). 

 

Algunos estudios han descrito una asociación entre el carcinoma renal y el 

consumo habitual de analgésicos como fenacetina, paracetamol y salicilatos (21-22). 

Esta relación es controvertida en otros estudios en los que, además, no encuentran 

relación ni con la dosis de fármacos consumida, ni con la edad de este consumo (23). 

 

Estudios experimentales han demostrado una asociación entre la furosemida y la 

hidroclorotiazida con adenomas tubulares y adenocarcinomas en ratas. Estos fármacos 

actúan directamente sobre el túbulo renal, lugar de origen del carcinoma (24). 
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• Dieta 

Existen estudios que establecen una asociación significativa entre el riesgo de 

desarrollar carcinoma renal y la cantidad total de energía ingerida en la dieta (25-26).  

 

En un estudio de casos-control  con 351 casos y 340 controles, realizado en 

Dinamarca por Mellemgaard et al, se ha asociado el consumo de productos lácteos con 

un incremento en el riesgo de carcinoma renal (26). Aunque algunos autores han 

sugerido una asociación positiva entre  el consumo de proteínas y grasas, así como de 

sus fuentes de alimento principales (carne, leche, grasas) y el riesgo de carcinoma renal, 

no hay suficientes estudios epidemiológicos para establecer dicha asociación (18, 25). 

 

El efecto protector de las frutas y verduras es casi unánime (16, 18, 25, 27-28). 

El grupo de Wolk et al ha asociado un descenso de riesgo de cáncer renal con el 

consumo de frutas y verduras. En este estudio también se ha asociado el bajo consumo 

de vitamina E y magnesio con un incremento del riesgo de cáncer renal (25).  

 

• Café y alcohol. 

Existe una gran controversia en relación con el consumo de café como factor de 

riesgo (27). La mayoría de los estudios no muestran asociación entre el consumo de 

alcohol, café o té con el riesgo de carcinoma renal (18, 24-25). 
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Un estudio reciente ha mostrado una relación inversa significativa entre el 

consumo de alcohol y el riesgo de padecer cáncer renal; los pacientes que consumían 

alcohol tenían menos riesgo (25).  

 

• Hipertensión arterial 

Diferentes estudios han relacionado el carcinoma renal con la hipertensión 

arterial (16, 29-30). McLaughlin et al observaron una asociación positiva entre el riesgo 

de cáncer renal y factores como la hipertensión y el consumo de diuréticos u otros 

antihipertensivos; sin embargo, la contribución relativa de cada uno de estos factores 

(hipertensión, diuréticos, antihipertensivos) no fue determinada (29). 

 

• Exposición ocupacional 

Existe mayor riesgo de carcinoma renal entre los trabajadores expuestos al 

asbesto (industrias de aislamiento, astilleros...), al cadmio, al hierro (industrias de 

acero), a la gasolina, al tetracloretileno y a productos derivados del petróleo (31). 

También existe un mayor riesgo en los trabajadores expuestos a hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (32). 

 

La exposición a las radiaciones ionizantes no parece ser un factor de riesgo en el 

cáncer renal (33). 
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2. FACTORES DE PREDISPOSICIÓN GENÉTICA 

 
Aunque la mayoría de los cánceres renales se presentan de forma esporádica, 

existen tres tipos hereditarios bien definidos de carcinoma renal: el carcinoma de células 

claras renales familiar (CCRF), el carcinoma de células renales (CCR) asociado a la 

enfermedad de Von Hippel-Lindau (V.H.L.) y el carcinoma papilar de células renales 

hereditario en los que el modo de herencia es autosómico dominante. A diferencia de 

los casos esporádicos, la presentación de la enfermedad hereditaria es más temprana y 

los tumores suelen ser multifocales y bilaterales. Estos pacientes presentan un alto 

riesgo de padecer cáncer renal (34). En el CCRF y CCR se ha demostrado su asociación 

con anomalías en el brazo corto del cromosoma 3. La anomalía genética típica en el 

CCRF es una translocación en el locus 3p13-3p14 mientras que en el CCR hereditario, 

se producen mutaciones en 3p25. El carcinoma papilar de células renales hereditario no 

está asociado al cromosoma 3 y actualmente se investigan las alteraciones genéticas 

asociadas a su origen. Los pacientes que presentan enfermedad poliquística renal 

autosómica dominante también presentan un alto riesgo de desarrollar carcinoma renal 

(34). 

 

Según algunos estudios, enfermedades renales asociadas con insuficiencia renal 

crónica como la enfermedad quística renal adquirida que aparece en pacientes 

sometidos a diálisis y la esclerosis tuberosa pueden incrementar el riesgo de carcinoma 

renal (35-36).  
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ANATOMÍA PATOLÓGICA 

 

Dentro de los tumores renales hay que distinguir dos grandes grupos de 

neoplasias: el carcinoma renal en el adulto, y el tumor de Wilms (nefroblastoma) en el 

niño. 

 

Históricamente, el carcinoma renal se ha clasificado de acuerdo con el tipo 

celular (células claras y granulares) y con el patrón de crecimiento (acinar, papilar o 

sarcomatoide). En 1986, se propuso una nueva clasificación histológica que se 

aproximaba más al comportamiento clínico del carcinoma, basada en la morfología, 

histoquímica y en estudios moleculares y citogenéticos (37).  

 

En 1997, el grupo de Störkel (38) de acuerdo con la Union Internationale Contre 

le Cancer (UICC) y el American Joint Committee on Cancer (AJCC) propusieron una 

nueva clasificación del carcinoma renal según su morfología celular (Tabla II). 
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Tabla II. Clasificación del carcinoma renal de 1997.  

ADENOMA PAPILAR 

ONCOCITOMA  

 

 

NEOPLASIAS BENIGNAS

 

ADENOMA METANÉFRICO  

ADENOFIBROMA METANÉFRICO 

CARCINOMA CONVENCIONAL (CÉLULAS 

CLARAS) 

CARCINOMA PAPILAR 

CARCINOMA CROMÓFOBO 

CARCINOMA DE TÚBULOS COLECTORES 

 

 

 

NEOPLASIAS MALIGNAS

CARCINOMA INCLASIFICABLE 

Störkel et al (38). 

 

A continuación, haremos una breve descripción de las neoplasias malignas: 

 

• Carcinoma renal convencional (células claras) 

Es el carcinoma del epitelio tubular renal más frecuente y representa 

aproximadamente el 70% de los casos en las series quirúrgicas. Se le ha denominado 

“no papilar” en las clasificaciones genéticas. Genéticamente, este tumor se caracteriza 

por la pérdida de material genético en el brazo corto del cromosoma 3 (3p); el 50% 

presenta mutaciones en el gen de VHL (locus 3p25) y entre un 10 y un 20% muestra 
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una inactivación del gen VHL por hipermetilación. Los cambios sarcomatoides se 

producen en aproximadamente el 5% de estos carcinomas (38). 

 

• Carcinoma renal papilar 

Es el carcinoma del epitelio tubular renal más frecuente después del carcinoma 

convencional y representa entre el 10 y el 15% de los casos en las series quirúrgicas. 

También se le ha denominado “carcinoma de células cromófilas” en la clasificación de 

Mainz. La arquitectura papilar predomina en la gran mayoría de estos tumores ó al 

menos, está presente en la totalidad de ellos. Genéticamente, este tipo de tumores se 

caracteriza por la presencia de trisomías (3q, 7, 12, 16, 17 y 20) y la pérdida del 

cromosoma Y. Estas características genéticas apoyan el diagnóstico del carcinoma 

papilar, incluso cuando las estructuras papilares no son predominantes. Por el contrario, 

neoplasias que no presentan estas características (por ejemplo, el tumor de Wilms) no 

deben ser designadas como carcinomas papilares a pesar de que la arquitectura papilar 

sea la que predomine (38). 

 

• Carcinoma renal cromófobo 

Es la tercera neoplasia del epitelio tubular renal más común y representa el 5% 

de los casos. La arquitectura sólida es la más común. Genéticamente, este tumor se 

caracteriza por la monosomía de cromosomas múltiples (1, 2, 6, 10, 13, 17 y 21) y por 

hipodiploidía (38). 
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• Carcinoma de túbulos colectores  

 Representa menos del 1% de los carcinomas y presenta una morfología muy 

heterogénea. Debido al poco número de casos y su diversidad, todavía no se ha 

establecido un patrón de anomalías genéticas (38). 

 

• Carcinoma renal inclasificable 

Representa aproximadamente del 4 al 5% de los casos (38).  

 

La arquitectura sarcomatoide representa un patrón de crecimiento celular que 

puede originarse a partir de cualquier tipo histológico de carcinoma renal. Por lo tanto, 

los cambios sarcomatoides se pueden encontrar en todos estos tipos histológicos, así por 

ejemplo, en el carcinoma convencional se producen cambios sarcomatoides en 

aproximadamente el 5% (38). 
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FACTORES PRONÓSTICO  

 

El estudio correcto de los pacientes diagnosticados de cáncer renal exige una 

evaluación completa de los factores pronóstico conocidos de esta enfermedad. Esta 

información es esencial para conocer el curso clínico probable del tumor en cada caso 

concreto y realizar el tratamiento más adecuado. En 1997, la UICC y el AJCC, 

basándose en la clasificación recomendada por el Colegio de Patólogos Americanos, 

evaluaron los factores pronóstico en el cáncer renal, tanto los que se emplean en el 

momento actual (factores pronóstico clásicos) como los que probablemente se utilizarán 

en el futuro (nuevos factores pronóstico) ya que aún no están consolidados, con la 

finalidad de poder identificar aquellas características tumorales con repercusión clínica 

(Tabla III) (39).  
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Tabla III. Factores pronóstico en el cáncer renal. 

 
FACTORES PRONÓSTICO 

CLÁSICOS 
 

NUEVOS FACTORES 
PRONÓSTICO 

• Estadio tumoral TNM • Morfometría del núcleo 

• Grado de diferenciación 

• Tipo histológico 

• Arquitectura sarcomatoide 

Factores biomoleculares: 

• Contenido de DNA (ploidía) 

• Marcadores de proliferación celular 

• Marcadores de apoptosis 

• Angiogénesis del tumor 

• Anomalías citogenéticas y pérdida de 

heterocigosidad 

• Genes supresores de tumores y 

oncogenes 

• Factores de crecimiento, citoquinas y 

moléculas de adhesión celular 

Gelb et al (39). 
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1. FACTORES PRONÓSTICO CLÁSICOS 

 
• Estadio Tumoral 

 El factor pronóstico más importante en la supervivencia de los pacientes con 

carcinoma renal es la extensión anatómica del tumor, es decir, el estadio tumoral (10, 

38-41). Los pacientes con tumores localizados en el riñón, y que generalmente son 

resecados completamente, tienen mayor supervivencia que los pacientes con afectación 

ganglionar o con metástasis a distancia. 

 

 Las dos clasificaciones más utilizadas para estratificar los niveles de extensión 

de una neoplasia de riñón, con el fin de identificar grupos de distinto pronóstico, son la 

clasificación de Robson et al (Tabla IV) (42) y la clasificación TNM propuesta por la 

UICC y el AJCC en 1997 (Tabla V) (43-45).  
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Tabla IV. Clasificación de Robson del carcinoma renal.   

ESTADIO I 
 

Tumor limitado al riñón 

ESTADIO II 
 
 

Tumor que invade  la grasa perirrenal, pero no se extiende más allá de la 
cápsula de Gerota. 

ESTADIO III 
 

A 
B 
C 
 

Se subdivide en tres grupos: 
 

Tumor con invasión macroscópica de la vena renal o vena cava inferior. 
Tumor con metástasis ganglionar regional. 
Tumor con invasión vascular y metástasis ganglionar regional. 

ESTADIO IV 
 

A 
B 
 

Se subdivide en dos grupos: 
 

Tumor con invasión de órganos adyacentes (excepto suprarrenal). 
Tumor metastásico. 

Robson et al (42) 
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Tabla V. Clasificación TNM del carcinoma renal de la UICC (1997).  

Tumor primario T 
Tx No se puede evaluar el tumor primario 
T0 No hay evidencia de tumor primario 
T1 Tumor ≤ 7 cm, limitado al riñón 
T2 Tumor > 7 cm, limitado al riñón 
T3 

 
 

T3a 
 
 

T3b 
 
 

T3c 

Tumor que se extiende a las venas principales o invade la glándula suprarrenal o 
los tejidos perirrenales, pero sin atravesar la cápsula de Gerota: 
 
Tumor que invade la glándula suprarrenal o los tejidos perirrenales, pero sin 
atravesar la cápsula de Gerota. 
 
Tumor que se extiende de forma importante en la vena cava por debajo del 
diafragma. 
 
Tumor que se extiende de forma importante en la vena cava por encima del 
diafragma. 

T4 Tumor que atraviesa la cápsula de Gerota. 
Ganglios linfáticos regionales N 

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales. 
N0 No existen metástasis ganglionares regionales. 
N1 Metástasis en un solo ganglio linfático. 
N2 Metástasis en más de un ganglio linfático. 

Metástasis a distancia M 
Mx No se puede evaluar la metástasis a distancia. 
M0 No existe metástasis a distancia. 
M1 Metástasis a distancia. 

 
Agrupación por Estadios 
ESTADIO I T1 N0 M0 
ESTADIO II T2 N0 M0 

ESTADIO III 
T1 
T2 
T3 

N1 
N1 
N0, N1 

M0 
M0 
M0 
 

ESTADIO IV 

 
T4 

Cualquier T 
Cualquier T 

 

N0, N1 
N2 
Cualquier N 

M0 
M0 
M1 

Guinan P. et al (45) 
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 En la tabla VI se establece la relación entre el sistema de clasificación de 

Robson y la clasificación TNM.  

 

TablaVI. Relación entre los sistemas de clasificación de la extensión tumoral en el 

carcinoma renal. 

ROBSON TNM 

I T1, T2 

II T3a 

IIIA 

IIIB 

T3b, T3c 

N1, N2 

IVA 

IVB 

T4 

M1 
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 En 1969, Robson introdujo una clasificación que todavía se emplea en los 

Estados Unidos debido a su sencillez y claridad (Tabla IV). Sin embargo, esta 

clasificación no tiene en cuenta de forma explícita el tamaño tumoral y combina 

estadios que pueden tener supervivencia pronóstica muy diferente; por ejemplo, la 

afectación de la vena cava inferior o de la vena renal (Estadio IIIA) se considera en el 

mismo estadio que la infiltración tumoral de los ganglios linfáticos (Estadio IIIB), 

siendo el pronóstico peor en esta última situación. Algunos autores justifican la 

aplicación del sistema de Robson al considerar que la invasión local del tumor, la 

formación de trombos venosos y las metástasis a distancia son los factores pronóstico 

más determinantes (46). A diferencia de la clasificación de Robson, la clasificación 

TNM del carcinoma renal proporciona una visión más precisa de la extensión tumoral, 

tiene en cuenta el tamaño del tumor, es menos ambigua y presenta una información más 

útil para el tratamiento y para establecer el pronóstico de la enfermedad (Tabla V). La 

clasificación TNM de 1997 propuesta por la UICC y AJCC es muy reciente y la 

mayoría de los estudios están referidos a la clasificación anterior de 1992. La 

clasificación de 1992 considera el límite del tamaño del tumor (T) para diferenciar T1 

de T2 en 2,5 cm y la clasificación de la afectación ganglionar (N) se realiza en función 

del número de ganglios afectados y de sus dimensiones. Los pacientes con tumores 

resecables de tamaño inferior a 7 cm presentan una supervivencia semejante a la de la 

población general (48); sin embargo, los pacientes con tumores mayores de 15 cm se 

encuentran en estadios más avanzados y con una peor superviencia menor a los 10 años (49). 
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 En algunos estudios, la invasión local  es un factor pronóstico independiente en 

la supervivencia de los pacientes. En el estudio realizado en 1990 por Hermanek et al 

(50), dentro del grupo de pacientes que no presentaban afectación ganglionar ni 

metástasis a distancia, no se encontraron diferencias significativas en la supervivencia 

entre los pacientes con tumores T1 y T2 (95% frente al 92,5%, respectivamente, a los 5 

años) pero si las hubo al comparar T1 y T2 frente a T3 (91% frente al 64%, 

respectivamente, a los 5 años). De hecho, la afectación de la vena renal o de la cava 

inferior (T3b) es uno de los factores de mal pronóstico en algunas series publicadas 

(51,52). 

 

 La afectación ganglionar es un factor pronóstico independiente (10, 50, 52-54); 

ya en 1971 se describieron supervivencias a los 5 años entre el 11% y el 21% en 

pacientes con metástasis linfáticas regionales no sometidos a linfadenectomía (53). 

Entre un 10% y un 20% de los tumores mayores o iguales a 7 cm tienen afectación 

ganglionar, estos pacientes presentan peor pronóstico que los que no tienen afectación 

ganglionar (10). En algunas series de pacientes (50), la supervivencia a los 5 años en los 

pacientes sin afectación se situó entre el 52% y el 92%,  y en los pacientes que 

presentaban invasión tumoral ganglionar, la supervivenvia fue del 15%. En el estudio 

retrospectivo con 320 pacientes realizado en 1997 por Masuda et al (54), en el que se 

realizó un análisis multivariante de diferentes factores pronóstico en el carcinoma renal, 

la afectación ganglionar (clasificación N) fue uno de los factores pronóstico de 
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supervivencia más importantes. 

 

 La presencia de metástasis es un factor pronóstico independiente en la 

supervivencia de los pacientes con cáncer renal (51, 54). En el estudio realizado por 

Gilberti et al en 1997 (52) se determinó, mediante análisis multivariante, que la 

presencia de metástasis era el factor pronóstico más importante en la supervivencia de 

los pacientes (8% de supervivencia a los 5 años y 0% a los 7 años después de la 

cirugía). Entre el 25% y el 30% de los pacientes presentan metástasis a distancia en el 

diagnóstico. Las metástasis más frecuentes son las pulmonares (50 - 60%), óseas (30 - 

40%), hepáticas (30 - 40%) y cerebrales (5%). Otras metástasis menos frecuentes en el 

cáncer renal son las de tiroides, páncreas, músculo esquelético y piel (55). Entre el 20% 

y el 30% de los pacientes con tumores renales localizados presentan recidivas después 

de la nefrectomía radical. La metástasis de pulmón es el lugar más común de las 

metástasis a distancia, diagnosticándose entre el 50% y el 60% de los pacientes que 

recidivan mientras que, menos del 5% presentan recidiva local. El tiempo medio de 

recidivar después de la nefrectomía se sitúa entre 15 y 18 meses,  el 85% de las 

recidivas aparecen antes de los tres años (56, 57).  

 

 

 

 

 
 

25



Tesis: Alteración del gen supresor p16 en el carcinoma renal. Victoria del Barco          
INTRODUCCIÓN 

 

• Grado de Diferenciación 

Casi todos los autores consideran que el grado de diferenciación nuclear es un 

factor pronóstico (48, 58, 59). El grado de diferenciación nuclear comenzó a utilizarse 

en E.E.U.U. en 1932, cuando Hand and Broders (60) establecieron una relación entre el 

grado de diferenciación nuclear del carcinoma renal y la evolución del paciente; los 

pacientes con tumores más indiferenciados presentaban una supervivencia menor que 

aquellos que tenían más diferenciación celular. Desde entonces se han utilizado distintas 

clasificaciones del grado de diferenciación nuclear, siendo la clasificación de Fuhrman 

et al (61) la más utilizada en la actualidad, sobre todo por los patólogos 

norteamericanos. Esta clasificación distingue cuatro grados de diferenciación nuclear, 

según el tamaño, la forma y el contenido nuclear.  

 

En el estudio realizado en 1982 por el grupo de Fuhrman se asoció el grado 

nuclear 1 (células más diferenciadas) con un menor índice de metástasis y una mayor 

supervivencia a los 5 años. No hubo diferencias significativas entre el grado 2 y el 

grado 3 en la supervivencia global de los pacientes. Al agrupar estos dos grados 

hallaron diferencias entre el grado 1, los grados 2 y 3 agrupados y el grado 4 (61). 

 

 Medeiros et al (62) aplicaron la clasificación de Fuhrman a 121 casos de 

tumores renales y no encontraron diferencias entre el grado 1 y el grado 2. La 

supervivencia de los pacientes con tumores de grado 1 y 2 fue mayor que la de los 
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pacientes con tumores de grado 3 o 4. Este grupo considera factor pronóstico al grado 

de diferenciación de la clasificación de Fuhrman, sobre todo al agrupar los grados 1 y 2 

(63).  

 

• Tipo Histológico 

El carcinoma renal de células claras es la neoplasia renal más frecuente y es un 

factor de mal pronóstico en estos enfermos (64).  

 

 La evolución clínica del carcinoma papilar es controvertida, algunos autores 

consideran que su curso clínico es más favorable que el que presenta el carcinoma de 

células claras (65) pero para otros, la morfología papilar supone un peor pronóstico (61, 

62). 

 

 Los pacientes con carcinoma de celulas cromófobas presentan mejor pronóstico 

que el resto de los tipos histológicos (66). 

 

 El carcinoma de los tubos colectores se comporta como una neoplasia de curso 

clínico agresivo con tendencia al desarrollo temprano de metástasis (67). Durante el 

primer año de seguimiento fallecen dos tercios de los pacientes (68). 
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• Arquitectura Sarcomatoide 

La arquitectura sarcomatoide representa un patrón de crecimiento celular que 

puede originarse a partir de cualquier tipo histológico de carcinoma renal. Su presencia 

comporta un indudable peor pronóstico en todas las series (62, 64, 69, 70). 

 

•  Patrón de crecimiento 

El patrón de crecimiento del carcinoma renal puede ser sólido, quístico o mixto. 

Aunque ciertos autores atribuyen peor pronóstico al patrón sólido (9), el pronóstico se 

relaciona más con el estadio que con el patrón de crecimiento. 
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2. NUEVOS FACTORES PRONÓSTICO  

 

 A lo largo de los años se ha demostrado que los factores pronóstico clásicos no 

son suficientes para predecir la evolución del tumor. Tumores con el mismo tipo 

histológico e idéntico estadio TNM pueden presentar evoluciones diferentes. Esto se 

debe a que las características biológicas de las células tumorales son distintas. Se ha 

intentado concretar en parámetros objetivos las características biológicas de las células 

tumorales para obtener información sobre las modificaciones genotípicas y fenotípicas 

de estas células cancerosas. La identificación temprana de los tumores con evolución 

más agresiva puede mejorar el pronóstico de los pacientes con carcinoma renal.  

 

 En los últimos años se han estudiado nuevos factores pronóstico que han 

proporcionado información adicional sobre el grado de proliferación de las células 

tumorales y sobre el pronóstico de la enfermedad. 

 

• Morfometría del Núcleo 

 Existen estudios que sugieren que la morfometría nuclear puede aportar 

información pronóstica independiente y puede ser una herramienta muy útil para la 

estadificación de los pacientes con carcinoma renal.  Los parámetros de morfometría 

nuclear que reflejan un área nuclear aumentada y variaciones en la forma del núcleo 

están asociados con un pronóstico más desfavorable (71).  
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 En un estudio reciente realizado por Monge et al se determinó el valor 

pronóstico de la morfometría nuclear en 140 tumores de pacientes diagnosticados de 

carcinoma renal, en los cuales se realizó un seguimiento de 5 años. El grupo de 

pacientes con tumores que presentaban medidas más pequeñas de los parámetros 

morfométricos estudiados (área, forma, perímetro, diámetro mayor y menor...) 

presentaba una supervivencia mayor (p<0,05). También observaron relación entre los 

parámetros de morfometría nuclear y el grado y estadio del tumor. El diámetro del 

núcleo era el parámetro con mayor valor pronóstico de todos los parámetros 

morfométricos  estudiados (72). 

 

• Contenido de DNA (ploidía) 

 Aunque algunos estudios realizados en el carcinoma de mama y en el carcinoma 

colorrectal consideran el contenido de DNA como un marcador tumoral (73), la mayoría 

de los trabajos son contradictorios respecto a este parámetro en cuanto a su valor 

pronóstico y sobre todo en el caso del carcinoma renal.  

 

 En un estudio retrospectivo realizado por Lanigan et al (74), el contenido de 

DNA determinado mediante citometría de flujo en 90 pacientes con carcinoma renal 

primario y 10 pacientes con carcinoma renal metastásico, se asoció con el riesgo de 

fallecer, pero no resultó ser un factor pronóstico independiente. En varios estudios 

realizados en tumores limitados al riñón, tampoco el contenido de DNA es un factor 
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pronóstico de supervivencia (75, 76). 

 

 Sin embargo, Eskelinen et al asociaron el contenido de DNA aneuploide con un 

pronóstico más favorable (77); estos autores tratan de explicar este fenómeno diciendo 

que la inestabilidad genómica de las células aneuploides provoca un incremento de la 

sensibilidad de las células tumorales aneuploides a la terapia o reduce la capacidad de 

resistencia de estas células a la respuesta inmunológica. 

 

• Marcadores de Proliferación Celular 

 Otra forma de evaluar la agresividad celular y, por lo tanto el pronóstico, es 

cuantificando la capacidad proliferativa de las células tumorales a través de marcadores 

de proliferación celular entre los que se incluyen la fracción de células en fase S y 

proteínas del ciclo celular como  Ki-67 (MIB-1), el antígeno nuclear de proliferación 

celular (PCNA) y el antígeno de proliferación nuclear p105 (76, 78, 79, 81-84). Estos 

marcadores de proliferación celular son los más estudiados pero su información 

pronóstica no está todavía determinada. 

 

 En el análisis multivariante de 69 pacientes con carcinoma renal realizado por 

Larsson et al (78), la fracción de células en fase S tiene valor pronóstico independiente. 

Sin embargo, en la mayoría de los estudios, este parámetro no es un factor pronóstico en 

la supervivencia de los pacientes con carcinoma renal (76, 79). 
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 Riese et al consideran la proteína Ki-67 como un marcador de agresividad 

tumoral en el carcinoma renal sin invasión ganglionar (80). En la mayoría de los 

estudios,  Ki-67 (MIB-1) es considerado como un factor pronóstico independiente (79, 

81-83). Sin embargo, en el estudio realizado por Gelb et al (76), MIB-1 no es un factor 

que informe sobre el pronóstico de los pacientes con carcinoma renal. 

 

 En varios trabajos realizados por el grupo de Tannapfel, el marcador de 

proliferación celular PCNA no ha resultado ser un factor pronóstico (79, 82). 

 

 El aumento de la expresión del antígeno de proliferación nuclear p105 se ha 

asociado con un pronóstico desfavorable; se trata, según Yokogi et al, de un factor 

pronóstico independiente en la supervivencia (84). 

 

• Marcadores implicados en la Apoptosis 

 Existen pocos trabajos en los que se haya estudiado los marcadores implicados 

en la función apoptótica y su valor pronóstico en el cáncer renal. Los genes p53, bcl-2 y 

p21 y la expresión de sus proteínas son los más estudiados, sin embargo, no hay 

resultados concluyentes  para establecer su valor pronóstico en el carcinoma renal.  

 

 En un estudio realizado por Bot et al (85) no se asoció la sobreexpresión de la 

proteína p53 con la supervivencia en el cáncer renal. Sin embargo, en trabajos 
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realizados en series pequeñas de tumores, las mutaciones del gen p53 si se han 

relacionado con un peor pronóstico (86).  

 

 Shalitin et al determinaron la proteína p21 (WAF) circulante mediante un 

método de enzimoinmunoensayo y relacionaron los cambios en los niveles séricos de 

esta proteína con el curso clínico de la enfermedad (87). 

 

• Angiogénesis del Tumor 

 La  angiogénesis tumoral, o formación de nuevos vasos inducida por las células 

tumorales es esencial en el crecimiento del tumor y en la diseminación de las células 

tumorales. La intensidad de la angiogénesis intratumoral es considerada como un factor 

pronóstico en el cáncer de mama y en otras neoplasias; sin embargo, en el cáncer renal 

los resultados son contradictorios.  

 

 Para algunos autores, la densidad microvascular intratumoral, que es una medida 

de la angiogénesis, es un factor pronóstico de supervivencia en tumores renales 

limitados al riñón (88, 89); por el contrario, la mayoría de los estudios no demuestran 

que la angiogénesis sea un factor pronóstico independiente (38, 90).  

 

 Es necesario investigar más en la detección de marcadores tumorales 

relacionados con la progresión del cáncer renal. Esto incluye el estudio de cadherinas 
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(responsables de las uniones intercelulares y de las células tumorales a la membrana 

basal sobre la que asientan), integrinas, CD44 y factores de crecimiento entre los que 

destacan: el FGF o factor de crecimiento fibroblástico, el VEGF o factor de crecimiento 

vascular–endotelial (necesarios para la formación de nuevos vasos en el tumor 

primitivo) (64). 

 

• Anomalías Citogenéticas y Genes implicados 

 El cáncer es una enfermedad causada por múltiples alteraciones genéticas, que 

dan lugar a la pérdida de control en la diferenciación y proliferación celular. El 

comportamiento de un tumor es el reflejo de las anomalías genéticas presentes en él, 

que determinará la evolución y el pronóstico del paciente. Una peculiaridad de los 

carcinomas renales es que, examinando los estudios que se han realizado al respecto, la 

implicación de los mecanismos muy conocidos de oncogenes y genes supresores no 

parece particularmente manifiesta.  

 

 El estudio citogenético clásico mediante cariotipos, junto con la hibridación 

genómica ha permitido el estudio del genoma de las células cancerígenas. El siguiente 

paso es realizar estudios genéticos más avanzados mediante técnicas de detección de 

microsatélites (específicas del locus genético correspondiente) e hibridación in situé, 

seguido del estudio de las mutaciones de los genes y sus efectos en la tumorogénesis 

(91).  
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 Las alteraciones genéticas específicas implicadas en el pronóstico del cáncer 

renal deben ser investigadas más. Actualmente, se conocen genes que juegan un papel 

importante en el carcinoma renal como el gen de Von Hippel-Lindau (VHL), el 

protooncogen MET y los genes del factor de transcripción TFE3 y PRCC. Sin embargo, 

anomalías cromosómicas importantes sugieren la presencia de genes adicionales que 

también pueden ser relevantes y que deben ser identificados en los tejidos tumorales. El 

conocimiento de estas anomalías genéticas puede contribuir a determinar el pronóstico 

de la enfermedad junto con los factores pronóstico clásicos (91).  

 

 Un grupo de genes entre los que se incluyen  aquellos que están implicados en la 

regulación del ciclo celular y en la reparación del DNA parecen ser importantes en el 

desarrollo del cáncer renal (91). Las pérdidas genéticas detectadas en el brazo corto del 

cromosoma 9 (9p) y en el brazo largo del cromosoma 14(14q) han sido relacionadas con 

la progresión del tumor (91, 92). Las pérdidas en 14q se han relacionado con el estadio 

del tumor y con la evolución del paciente (93). La mayoría de los estudios han 

confirmado que la pérdida de material genético en distintas zonas del brazo corto del 

cromosoma 3 (3p) es muy frecuente en el carcinoma renal (94, 95). Sin embargo, 3p 

parece estar implicado en la iniciación del tumor y no se asocia con la progresión del 

tumor (92). 
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BIOLOGÍA MOLECULAR DEL CARCINOMA 

RENAL 

 

 La biología molecular del carcinoma renal es un área de intensas 

investigaciones. Las características genéticas permiten diferenciar y separar entidades 

biológicas definidas, con una patología molecular y un resultado clínico definido. Al 

mismo tiempo permiten establecer una correlación entre el patrón citogenético y la 

evolución del paciente. Los diferentes tipos histológicos del carcinoma renal se 

caracterizan por presentar anomalías genéticas diferentes. Según la clasificación de 

Störkel et al (38), el carcinoma renal convencional (células claras) se caracteriza por la 

pérdida de material genético en el brazo corto del cromosoma 3; el 50% de estos 

tumores presenta mutaciones en el gen de VHL y entre un 10% y un 20% muestran una 

inactivación del gen VHL por hipermetilación; el carcinoma renal papilar se caracteriza 

por la presencia de trisomías en diferentes cromosomas (3q, 7, 12, 16, 17 y 20) y la 

pérdida del cromosoma Y; el carcinoma renal cromófobo se caracteriza por la 

monosomía de cromosomas múltiples (1, 2, 6, 10, 13, 17 y 21) y por hipodiploidía; no 

existen estudios suficientes para establecer un patrón genético en el carcinoma de tubos 

colectores debido a su escasa incidencia.  

 

 Las alteraciones del brazo corto del cromosoma 3 (3p) son las más frecuentes en 

el carcinoma renal. Estudios genéticos moleculares de 3p en carcinomas renales 

 
 

36



Tesis: Alteración del gen supresor p16 en el carcinoma renal. Victoria del Barco          
INTRODUCCIÓN 

 

familiares y carcinomas renales esporádicos de células claras han revelado pérdidas 

genéticas a lo largo de todo el brazo corto del cromosoma 3, desde el locus 3p14 hasta 

3p26 (96, 97).  

 

 En la región 3p25 se encuentra el gen de Von Hippel-Lindau, gen supresor de 

tumores  que está implicado en el desarrollo del cáncer renal (98, 99).  El análisis de 

este gen en carcinomas renales esporádicos de células claras ha revelado la frecuente 

pérdida de un alelo e inactivación del otro alelo por mutaciones puntuales o 

hipermetilación. Estos datos sugieren que este gen es un supresor de tumores cuya 

inactivación contribuye al desarrollo del tumor renal (100, 101). En el estudio de Druck 

et al, el 89% de los cánceres renales esporádicos estudiados presentaron pérdida de 

heterocigosidad (LOH) en el locus 3p14.2. Este estudio ha sugerido que probablemente 

existe un gen que se encuentra cerca de la zona 3p14.2, que está implicado en el 

carcinoma renal, tanto en el familiar como en el esporádico (94, 95). También se ha 

estudiado otro gen que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 3, en el locus 

3p21.1, que parece estar implicado en el carcinoma renal (102). 

 

 Actualmente, se conocen genes que juegan un papel importante en el carcinoma 

renal como el gen de VHL, MET, TFE3 y PRCC (91). Otro grupo de genes entre los 

que se incluyen  aquellos que están implicados en la regulación del ciclo celular y en la 

reparación del DNA parecen ser importantes en el desarrollo del cáncer renal. El estudio 
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de Thrash-Bingham et al sugiere que la pérdida de múltiples genes supresores de tumor 

es requerida para el desarrollo y progresión del cáncer renal (103). En este estudio, la 

LOH en los cromosomas 3p, 6q, 8p, 9pq y 14q es muy frecuente, no siendo un evento 

único ya que las LOH estaban asociadas entre sí, 3p con 8p, 3p con 14q, 8p con 9pq y 

9pq con 14q.  

 

 Las pérdidas genéticas halladas en el brazo corto del cromosoma 9 (9p) han sido 

relacionadas con la progresión del tumor (91). En esta zona se encuentra localizado un 

gen supresor de tumores llamado p16, que es el objeto de estudio de este trabajo. 

 

 El gen p16 está localizado en la región 21 del brazo corto del cromosoma 

(9p21), zona de frecuentes pérdidas alélicas (LOH) en la mayoría de los tumores en el 

hombre (104-106). En 1994, dos grupos de investigación independientes describieron 

por primera vez alteraciones de p16 en varias líneas celulares humanas (104, 105). Las 

líneas celulares de melanoma, esófago, pulmón, páncreas, mesotelioma, vejiga, cabeza 

y cuello, mama, leucemia linfocítica aguda, cerebro, osteosarcoma, ovario y riñón 

presentaban deleciones de p16. Estos grupos encontraron una frecuencia muy elevada 

de deleciones homocigotas y mutaciones del gen p16 en el proceso de tumorogénesis.  

 

 

 En 1994 se describió por primera vez la implicación del gen p16 en familias con 
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melanoma maligno cutáneo y melanoma múltiple atípico familiar (FAMM) en Estados 

Unidos, Australia y Europa, encontrándose alteraciones de p16 en aproximadamente el 

50% de las familias estudiadas. p16 está frecuentemente mutado en familias con FAMM 

apoyando la hipótesis de que p16 es el gen del melanoma familiar (107, 108). 

Posteriores estudios han confirmado que se producen mutaciones de p16 en otro tipo de 

tumores además del melanoma. 
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1. DESCRIPCIÓN DEL GEN p16 

 
 El gen p16 se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 9, 

concretamente en 9p21 (Figura 2), es un gen regulador del ciclo celular en la fase G1. 

Se denomina también MTS-1 (“major tumor suppressor”), INK4a (inhibidor de quinasas 

4a dependientes de ciclinas), CDKN2A (inhibidor 2A de quinasas dependientes de 

ciclina) o CDK4I.  

 

 El gen p16 está situado en el locus INK4a y está formado por tres exones: el 

exón 1 de 125 pares de bases (pb), el exón 2 de 307 pb y el exón 3 de 12 pb (109). Este 

gen transcribe dos mRNAs que difieren en el primer exón y comparten el segundo y el 

tercero, aunque con distintas fases de lectura. Cada transcrito tiene un exón 5´ 

específico, exón 1α o exón 1β y, por lo tanto, codifica dos proteínas diferentes 

denominadas p16INK4a y p16β (p19ARF). El mRNA transcrito que contiene el exón 1α, el 

exón 2  y el exón 3  codifica la proteína p16 (p16INK4a), de 15,8 kd y formada por 156 

aminoácidos (110). El mRNA transcrito que contiene el exón 1β (situado a 15 kb del 

exón 1α), el exón 2  y el exón 3 codifica la proteína p16β (p19ARF) y tiene  un peso 

molecular de 13,8 kd (Figura 3) (111, 112). La proteína p16INK4a tiene la capacidad de 

parar el ciclo celular en la fase G1 mediante la inhibición de los complejos ciclinas-

CDKs mientras que la proteína p16β es capaz de detener el ciclo celular tanto en la fase 

G1 como en la fase G2 pero mediante mecanismos diferentes a p16 (113). 
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 Próximo al locus INK4a, se encuentra el gen INK4b o MTS-2, situado en el 

locus INK4b. Este gen codifica una proteína llamada p15 (p15INK4b) que se comporta 

también como un inhibidor de los complejos ciclina D-CDK4/6. El mecanismo de 

inhibición de la proteína p15 se cree que está inducido por el factor de crecimiento 

transformante (TGF-β), inhibidor de la proliferación de las células epiteliales. La 

proteína p15 frena la proliferación celular en la fase G1 inhibiendo la síntesis de CDK4a 

(114). 
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Figura 2. Diferentes marcadores de microsatélites del brazo corto del cromosoma 9 
donde está incluido el D9S1747 (gen p16). 
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exón 1β exón 1α     exón 2    exón 3

p16β p16INK4a

 
Figura 3. Organización genómica de p16 y p16β. 
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2. PROTEÍNA p16 Y REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR 

 

 La serie de sucesos por los que una célula da lugar a dos células hijas se 

denomina ciclo celular y comprende el periodo entre dos divisiones mitóticas. Consta 

de cuatro fases: G1, S, G2 y M. Hay células que pueden parar su progresión  hacia la 

división celular y permanecer en un estado de reposo, periodo de quiescencia o fase G0. 

La fase G1 es el periodo de tiempo que sigue a una división celular, previa a la síntesis o 

replicación del DNA , que se produce en la fase S. Durante la fase G1, la célula dobla su 

tamaño y su masa debido a la síntesis continua de todos sus componentes como 

resultado de la transcripción y traducción de los genes que codifican las proteínas 

responsables de su fenotipo particular. En esta fase existe un punto de control llamado 

punto de control de restricción R en el que la célula comprueba que ha generado la masa 

necesaria para seguir adelante y comenzar la síntesis de DNA, y que las condiciones 

ambientales sean favorables; es el punto de control y decisión más importante. Durante 

la fase S se produce la duplicación del DNA y antes de entrar en la mitosis, existe otro 

intervalo conocido como fase G2 en el que la célula se prepara para iniciar la mitosis. 

En la fase M se produce el reparto equitativo del DNA a las células hijas (115, 116). 

 

La maquinaria básica del ciclo celular está constituida por enzimas denominadas 

quinasas o proteína-quinasas (PK), capaces de fosforilar otras proteínas mediante la 

transferencia de grupos fosfato. El resultado de la fosforilación de una proteína es 
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generalmente un cambio en su actividad. En la proliferación celular, la fosforilación 

tiene un papel esencial como método para modular, activar o desactivar, la 

funcionalidad de proteínas. Las quinasas que coordinan los procesos de control del ciclo 

celular se denominan quinasas dependientes de ciclinas o CDKs porque su actividad de 

fosforilar proteínas está regulada por la asociación reversible de otras proteínas 

llamadas ciclinas. Las concentraciones de las ciclinas son críticas en la división celular. 

Durante las distintas fases del ciclo celular se forman y destruyen diferentes complejos 

activos de ciclinas y CDKs. El control se ejerce a distintos niveles, sobre la 

transcripción de los genes de las ciclinas, su degradación y sobre la modificación de las 

CDKs por fosforilación e inhibición de su actividad (115, 116).  

 

 Cuando la célula sale de la fase quiescente G0 y entra en la fase G1, comienza a 

sintetizar ciclinas para entrar en la fase S. Las ciclinas que regulan el punto de 

restricción R en la fase G1  son de dos tipos, D y E. Las ciclinas de tipo D, llamadas D1, 

D2 y D3, se unen a varias quinasas dependientes de ciclina: CDK2, CDK4, CDK5 y 

CDK6 formando complejos binarios, pero principalmente lo hacen a CDK4 y CDK6 

durante un periodo muy concreto, el final de la fase G1 y el inicio de la fase S. Las 

ciclinas E forman complejos con las CDK2, complejos implicados en el inicio de la fase 

S, es decir, en la replicación del DNA. Una de las funciones básicas del complejo 

ciclina D-CDK4 es fosforilar la proteína del retinoblastoma (Rb) (producto del gen 

supresor de tumores Rb) y activar así la expresión de genes necesarios para la entrada 
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en la fase S. Los complejos ciclina E-CDK2 también son capaces de fosforilar la 

proteína Rb. Cuando la proteína Rb está hipofosforilada se une e inhibe a varias 

proteínas, entre ellas algunos factores activadores de la transcripción como E2F, que 

controlan la expresión de genes críticos para la síntesis de DNA. De esta forma, Rb 

bloquea la progresión de las células, manteniéndolas en fase G1. Sin embargo, tras su 

fosforilación en fase G1, pRb es inactivada y ya no es capaz de unir y bloquear a estos 

factores activadores, promoviendo la entrada de la célula en la fase S (115, 116). 

 

 Los niveles de Rb no se alteran significativamente durante el ciclo de división 

celular, pero sí su grado de fosforilación, que modula su actividad. La proteína Rb está 

poco fosforilada durante las fases G0 y G1, mientras que al final de la fase G1 o el inicio 

de la fase S es fosforilada en múltiples aminoácidos por las CDK. Al final de la fase M 

de mitosis, la proteína Rb vuelve a su estado hipofosforilado por acción de las 

fosfatasas. Su nivel de fosforilación modula su interacción con los E2F (1, 2 y 3), 

factores de transcripción necesarios para la progresión de la fase S, que se unen a 

secuencias TTTCGCGC (secuencia que se encuentra en la región promotora de 

importantes genes de proliferación celular). Cuando el nivel de fosforilación de la 

proteína Rb es bajo (fases G0/G1), Rb inhibe la acción activadora de E2F formando 

complejos Rb-E2F y de esta forma, bloquea la progresión de las células, 

manteniéndolas en la fase G1; sin embargo, cuando el nivel de fosforilación de Rb es 

alto (fases S/M), E2F se libera y activa la transcripción de genes que son cruciales para 
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la proliferación celular, como los que codifican las enzimas timidina quinasa, timidilato 

sintetasa, dihidrofolato reductasa, y la DNA polimerasa α, que intervienen en la síntesis 

del DNA, así como c-myc, B-myb, cdc2/CDK1, y los genes de las ciclinas A y D1 y el 

propio gen E2F-1 (115, 116).  

 

 Existe un mecanismo de regulación de los complejos ciclina-CDK que juega un 

papel crucial: la unión de proteínas que inhiben directamente la actividad quinasa. Estas 

proteínas se denominan inhibidores de compejos ciclinas-CDK o CDKIs. Se conocen 

dos clases de CDKIs que difieren en estructura, mecanismo de inhibición y 

especificidad. La primera está compuesta por las proteínas p21CIP1, p27KIP1 y p57KIP2. La 

segunda clase está compuesta por las proteínas p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c y p19INK4d, 

las cuales forman complejos con las CDK4 y CDK6 inhibiendo su unión a las ciclinas D, 

pero no inhiben el resto de las CDKs. Los CDKIs inhiben la fosforilación del Rb y el 

resultado final es que las células se frenan en el punto de restricción R. Estas proteínas 

funcionan como supresores de tumores por su efecto bloqueante en el ciclo celular 

(116). 

 

 La proteína p16INK4a fue identificada inicialmente por el grupo de David Beach, 

como un inhibidor de quinasas dependiente de ciclinas (110). La proteína p16 forma un 

complejo binario independiente con las CDKs (p16-CDK), concretamente se une a 

CDK4 y CDK6 e inhibe la formación de los complejos ciclina D-CDK4/6, como 
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consecuencia, evita la fosforilación de la proteína Rb y la progresión del ciclo celular 

(Figura 4). La proteína p16 ejerce su acción a través de la inhibición de la fosforilación 

de Rb. En realidad, la deleción del gen que codifica p16INK4a, la sobreexpresión de la 

ciclina D y la deleción de Rb tienen el mismo efecto sobre la progresión del ciclo 

celular, representando una misma vía de tumorogénesis (110).  

 

 La proteína p16β también inhibe el crecimiento tumoral. Esta proteína genera 

parada del ciclo celular tanto en la fase G1 como en la fase G2. Sin embargo, su 

mecanismo de actuación parece ser independiente de la vía del Rb  y de p16 (113). 

 

 Existen muchos estudios que demuestran que la proteína p16, las quinasas 

CDK4 y CDK6, la ciclina D1 y la proteína pRb están implicadas en la  misma vía de 

tumorogénesis (117-121). Cerca del 100% de los tumores primarios de pulmón, 

esófago, cabeza y cuello, tienen una alteración genética en al menos uno de los 

componentes de esta vía (109). 
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Figura 4. Mecanismo de acción de la proteína p16INK4a en el ciclo celular. 
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3. MECANISMOS DE INACTIVACIÓN DEL GEN p16 

 

 El gen p16 es un gen supresor. Los genes supresores codifican proteínas 

necesarias para la función celular normal e intervienen en la parada del ciclo celular. A 

diferencia de los oncogenes, para que se produzca la inactivación del gen es necesario la 

pérdida de ambos alelos o la pérdida de uno de ellos e inactivación del otro mediante 

mutación, deleción, traslocación u otro mecanismo. Cuando se pierde uno solo de los 

alelos (LOH), el gen sigue conservando su función normal, es decir, sigue produciendo 

proteína. La mutación del segundo alelo o pérdida de éste sería necesaria para inactivar 

el gen. En los cánceres esporádicos, la inactivación de los genes supresores requiere dos 

acciones independientes (hipótesis de “dos golpes”) que modifiquen o alteren cada uno 

de los dos alelos. En el caso del cáncer hereditario (retinoblastoma, tumor de Wilms), el 

primer “golpe” es heredado  y el segundo “golpe” es adquirido (mutación, deleción...). 

 

 A pesar de que otros genes supresores son inactivados mediante mutaciones 

puntuales, el mecanismo de inactivación más frecuente de p16 en líneas celulares son 

pequeñas deleciones (< 200 kb) de ambos alelos, que dan lugar a pérdidas en el locus 

INK4a (122) y, en la mayoría de los casos (aproximadamente el 80%) afecta también al 

locus INK4b (124). Sin embargo, se han observado pocas deleciones homocigotas en 

carcinoma de vejiga, glioma, mesotelioma, leucemia linfoblástica aguda, melanoma, 

adenocarcinoma de próstata, sarcoma, adenocarcinoma de ovario y carcinoma de 
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células renales (122, 124-129). Deleciones homocigotas y mutaciones puntuales 

también se han hallado en el carcinoma de esófago, adenocarcinoma pancreático, 

carcinoma de pulmón de células no microcíticas y en el carcinoma de células escamosas 

de cabeza y cuello (130-134). Muchas de las mutaciones encontradas en el locus INK4a 

son mutaciones sin sentido y afectan a la proteína p16INK4a o a ésta  y a la proteína p16β 

(113). 

 

 En la mayoría de los cánceres humanos existe inestabilidad genética de 

secuencias de microsatélites (115). La inestabilidad de microsatélites se debe a la 

presencia de alelos extras de tamaño diferente en el DNA tumoral que no están 

presentes en el DNA no tumoral. La aparición de estos alelos distintos en tamaño 

respecto al patrón alélico normal corresponde a errores de replicación. En ocasiones, se 

puede observar la desaparición de alelos enteros en las muestras tumorales, por lo que 

nos referimos a pérdidas alélicas.  Parece claro que la inestabilidad de los microsatélites 

confiere peor pronóstico, aunque en el carcinoma renal no se ha demostrado todavía. 

 

 Además de la deleción homocigota y las mutaciones puntuales, otro mecanismo 

de inactivación del gen p16 es la metilación de su región reguladora. La metilación de 

los genes es un mecanismo de regulación de la transcripción, y por lo tanto de la 

expresión génica (135). Se conocen dos tipos de metilación del DNA, la primera de 

ellas es conocida como “metilación de novo” y se produce durante la embriogénesis y 
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en determinados momentos de diferenciación de las células adultas. El segundo tipo es 

el que tiene lugar en las células adultas normales y está relacionado  con los cambios 

asociados en muchos cánceres humanos (135, 136).  

 

 El nivel de metilación en el genoma humano es muy elevado, ya que, 

aproximadamente  del 70 al 80% de los dinucleótidos CpG, los cuales están presentes 

en sólo un 5-10% del genoma humano (137), están metilado en la posición 5´ de la C 

(citosina) (138). El mecanismo de la metilación está catalizado por la enzima DNA-

metiltransferasa, encargada de introducir un grupo metilo en posición 5´ de las citosinas 

transformándolos en 5´-metilcitosinas. Estos dinucleótidos no se encuentran metilados 

en ciertas regiones llamadas islas CpG que representan el 2% del genoma humano. Las 

islas CpG son pequeñas regiones ricas en dinucleótidos CpG, con un tamaño entre 0,5-5 

kb y aparecen aproximadamente cada 100 kb (135, 138). Estas islas suelen estar 

asociadas a las regiones reguladoras de los genes (aproximadamente el 60% de los 

genes humanos tienen una isla CpG en su región reguladora), situándose en la posición 

5´ dentro de las mismas. El mantenimiento de dichas islas es importante en el proceso 

de transcripción de genes, de hecho, las islas CpG situadas en las regiones reguladoras 

están sin metilar excepto en la inactivación  de genes como el cromosoma X inactivo de 

las mujeres y en los genes no transcritos de cromosomas autosómicos (138). Los genes 

humanos que contienen las islas CpG están totalmente sin metilar (138) (“housekeeping 

genes”), correlacionándose esta ausencia de metilación con una replicación temprana de 
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dichos genes; mientras que los que carecen de estas islas contienen sitios con 

dinucleótidos CpG en las áreas reguladoras de dichos genes, los cuales pueden ser 

metilados o no dependiendo del estado de transcripción del gen; así estos sitios CpG no 

son metilados si el gen se expresa activamente y sí lo están en aquellas células  en las 

que el gen no se transcribe o lo hace muy poco (135, 136).  

  

 Durante los últimos 15-20 años se han observado patrones anormales en la 

metilación del DNA como un cambio molecular más en las neoplasias humanas. Células 

transformadas de todos los tipos presentan, simultáneamente, pérdidas de metilación en 

zonas normalmente metiladas, un aumento de la DNA-metiltransferasa y un aumento de 

las zonas de DNA hipermetiladas (139). Cada uno de estos cambios conlleva 

consecuencias importantes en la estructura y función del DNA. Holliday y otros 

autores observaron que la hipermetilación del promotor podía actuar como un cambio 

epigenético que tenía como consecuencia la ausencia de transcripción en genes de 

células en cultivo (140, 141). Estos hechos condujeron al planteamiento de la 

posibilidad de que distintos genes en células  tumorales pudieran estar afectados de la 

misma forma. Así, Antequera et al observaron que múltiples islas CpG, algunas 

asociadas con genes, estaban hipermetiladas en células humanas y murinas 

inmortalizadas y postuló que aproximadamente la mitad de las islas en el genoma 

humano podrían estar alteradas de la misma manera (138). La metilación del DNA 

afecta a la expresión génica. La hipometilación facilita una expresión génica 
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anormalmente elevada, ya que causa la inducción de genes que no estaban siendo 

expresados. Esto puede contribuir a alteraciones que pueden representar  un papel en la 

carcinogénesis, por ejemplo, incrementando la expresión de oncogenes. Por el contrario 

la hipermetilación del DNA puede ser oncogénica cuando el gen inactivado es un gen 

supresor. La adición de grupos metilo (CH3-) a las bases de DNA en las regiones 

reguladoras (promotores) ocasiona generalmente la inhibición de la transcripción 

génica. Las modificaciones por metilación de bases, aunque no son mutaciones dado 

que no alteran las secuencias de bases de DNA y no causan cambios genéticos, suponen 

cambios con consecuencias funcionales semejantes a las mutaciones, denominándose 

cambios epigenéticos (115).  

 

 La metilación es un evento temprano en la aparición de algunos cánceres 

humanos, causa la inactivación de la transcripción génica y ésta es susceptible de ser 

heredada. La metilación de algunos genes representa  un papel muy importante en la 

tumorogénesis. Se ha demostrado que el bloqueo de la transcripción de genes mediante 

la metilación de las islas CpG es un mecanismo alternativo de inactivación, y se ha 

descrito en varios genes como el gen del retinoblastoma, Von Hippel-Lindau, E-cadherin, 

p15 y p16 (142). Algunos  carcinomas de células renales muestran metilación de las 

islas 5’ CpG del gen de VHL y un pequeño número de retinoblastomas muestran 

metilación de novo en el gen Rb (101,143).  La metilación de las islas 5’CpG del gen 

p16 ha sido identificada y asociada con un bloqueo transcripcional e inactivación en 
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numerosos tumores como el de cabeza y cuello, pulmón, cerebro, mama, colon, esófago 

y vejiga (131, 134, 144-147), con una incidencia que varía desde un 20 a un 67% siendo 

incluso mayor en los cultivos celulares de los mismos tipos de tumor, donde, por 

ejemplo, el 90% de las células de cáncer de colon tienen el gen p16 metilado. En el 

cáncer de cabeza y cuello, la metilación de p16 ocurre en aproximadamente el 21% de 

los tumores y se correlaciona con la ausencia de proteína p16 por técnicas de 

inmunohistoquímica (130).  
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1. Determinar la posible existencia de alteraciones genéticas en el gen p16 localizado 

en el locus 9p21: pérdida de heterocigosidad y/o metilación del gen mediante 

técnicas de biología molecular y la expresión de la proteína p16 mediante técnicas 

de inmunohistoquímica en pacientes diagnosticados de carcinoma renal. 

 

2. Conocer la relación existente entre estos marcadores y las variables clínico-

patológicas y los factores pronóstico clásicos en el cáncer renal. 

 

3. Estudiar el valor pronóstico de los marcadores estudiados con relación a la 

supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con carcinoma renal. Determinar 

cuál de ellos presenta valor pronóstico independiente. 
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PACIENTES 

 

1. PERIODO DE ESTUDIO 

 

 Este trabajo ha sido realizado durante el periodo de tiempo comprendido entre 

Marzo de 1993 y Mayo del 2000, en el seno de un equipo multidisciplinario dedicado a 

la atención de pacientes con cáncer renal, con la colaboración de los Servicios de 

Análisis Clínicos, Urología, Anatomía Patológica y la Unidad de Investigación del 

Hospital Clínico San Carlos de Madrid y, el Departamento de Ciencias Morfológicas de 

la Universidad Complutense de Madrid. Los pacientes que forman parte de este estudio 

fueron intervenidos quirúrgicamente durante los años 1993 a 1998. El periodo de 

seguimiento se realizó hasta Mayo del 2000. 

 

 

2. POBLACIÓN DE ESTUDIO 

 

 Se trata de un estudio de cohortes prospectivo. La población objeto de nuestro 

estudio se compone de un total de 48 pacientes, tratados en el Servicio de Urología del 

Hospital Clínico San Carlos de Madrid. Este grupo de pacientes fue intervenido 

quirúrgicamente por carcinoma renal y el diagnóstico fue confirmado por el análisis 

histológico de la pieza de resección y/o biopsia obtenida durante el acto quirúrgico en 

todos los casos. 
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MÉTODOS 

 

1. METODOLOGÍA CLÍNICA 

 

 El estudio de estos pacientes se llevó a cabo en tres etapas:  etapa preoperatoria, 

etapa operatoria y etapa postoperatoria. 

 

• Etapa preoperatoria 

 En todos los pacientes, se realizó de forma sistemática una historia clínica 

detallada, estudios radiológicos, estudios ecográficos, biopsia mediante punción-

aspiración con aguja fina (PAAF) y determinaciones analíticas básicas. Ninguno de los 

pacientes había recibido tratamiento previo de quimioterapia ni de radioterapia. 

 

• Etapa operatoria 

 Durante el acto quirúrgico se procedió a la exéresis del tumor y, se realizó el 

tallaje de éste. A continuación se obtuvo una muestra del tumor de la zona 

macroscópicamente afectada y una muestra de tejido renal sano alejada de la periferia 

del tumor, distanciada del tumor al menos 10 cm. Se procedió al lavado de las mismas 

con abundante suero fisiológico, con el objeto de eliminar los restos de sangre y grasa. 

 La muestra de tejido tumoral se dividió en dos fragmentos, uno se utilizó para la 

determinación de las distintas alteraciones genéticas en el laboratorio y el otro fue 
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destinado al estudio histopatológico. La muestra de tejido renal sano fue destinada para 

las determinaciones del laboratorio como muestra control. 

 

 El primer fragmento de la muestra tumoral y de la muestra de tejido renal sano 

se introdujo en un tubo de plástico previamente identificado y, a continuación, en el 

mismo quirófano se congeló el tubo, introduciéndolo en un termo que contenía 

nitrógeno líquido. En ningún caso el tiempo transcurrido entre la extracción de la pieza 

quirúrgica y su congelación sobrepasó los 5 minutos. 

 

 Posteriormente las muestras fueron transportadas y almacenadas a –80ºC en un 

congelador, hasta el momento de su procesamiento definitivo. 

 

• Etapa postoperatoria  

 Con el objeto de analizar la posible influencia pronóstica que pudiera tener el 

análisis de las diferentes alteraciones genéticas realizadas en las muestras tumorales, se 

realizó un estudio y seguimiento clínico de los pacientes. 

 

 El seguimiento se realizó durante una media de 42 meses, con una desviación 

estándar de 16 meses. La mediana del tiempo de seguimiento fue de 42 meses con un 

rango entre 0 y 79 meses. No fue posible realizar el seguimiento en dos pacientes 

después de la cirugía.  
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 De los 48 pacientes, 1 presentaba metástasis en el momento del diagnóstico y 

falleció antes de terminar el estudio. En el momento de realizar este análisis habían 

fallecido 2 pacientes (4,2%), incluido el que presentaba metástasis, como consecuencia 

de su patología tumoral. 

 

 Con respecto a la recidiva tumoral, durante nuestro periodo de estudio se detectó 

recidiva en 4 pacientes (8.3%) sin incluir al paciente que presentó metástasis en el 

diagnóstico. La localización de estas recidivas fue a distancia en los 4 pacientes y local 

en uno de ellos. 
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2. METODOLOGÍA ANALÍTICA 

 

2.1 ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 

 

 El estudio anatomopatológico lo realizaron dos patólogos de forma 

independiente para este estudio. Se diagnosticó en cada caso el tipo histológico de la 

muestra. 

 

 El estudio histológico de los carcinomas renales resecados comenzó con el 

estudio macroscópico de la pieza y la selección de las muestras para la realización de la 

microscopía óptica, incluyendo al menos dos cortes de la masa tumoral. 

 

 La muestra destinada al estudio histopatológico fue fijada inmediatamente en 

formol a 10% durante 12 horas, incluida en parafina y teñida con la técnica 

convencional de hematoxilina-eosina. 

 

 En cada muestra tumoral se determinó el tipo histológico según la clasificación 

propuesta por el grupo de Störkel (38) en 1997 de acuerdo con la Union Internationale 

Contre le Cancer (UICC) y el American Joint Committee on Cancer (AJCC). Debido a 

que la mayoría de las muestras se estudiaron antes de 1997, éstas fueron clasificadas 

según la clasificación de Thoenes de 1986, anterior a la clasificación actual de Störkel 

de 1997; fue necesario revisar de nuevo todas las histologías para adaptarlas a la nueva 
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clasificación. Así mismo,  los tumores se distribuyeron atendiendo al grado de 

diferenciación según la clasificación de Furhman (61) en cuatro grados desde bien 

diferenciados hasta poco diferenciados. 
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2.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

 

 Para el procesamiento de las muestras tisulares, tumorales y de tejido renal sano, 

se siguieron los siguientes pasos: extracción del DNA y cuantificación de éste, 

determinación de las alteraciones genéticas del gen p16: estudio de la pérdida de 

heterocigosidad del locus 9p21 y estudio de la metilación de la región promotora del 

gen p16 y, estudio inmunohistoquímico de la proteína p16. 

 

2.2.1 EXTRACCIÓN  Y CUANTIFICACIÓN DEL DNA

 

A. EXTRACCIÓN DEL DNA 

 La extracción del DNA genómico se realizó tanto en las muestras de tejido 

tumoral como en las de tejido no tumoral. A continuación detallaremos los equipos y 

reactivos necesarios y el procedimiento. 

 

 Equipos y Reactivos 

- Baño de agua (Unitronic 320 OR). 

- Mortero. 

- Pipetas y puntas. 

- Eppendorfs. 

- Agua destilada. 

- Solución amortiguadora (TRIS 50 mM de Merck, EDTA 1mM de Sigma, NaCl de 

Merck). 

- Dodecil Sulfato Sódico (SDS de Sigma). 
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- Proteinasa K (Proteinase K de Boehringer). 

- Fenol-cloroformo (Amresco®). 

- Etanol absoluto (Scharlan). 

 

 Procedimiento 

 El tejido fue triturado en un mortero con nitrógeno líquido para lisar las células y 

liberar el DNA. A continuación, las proteínas fueron digeridas con una solución  que 

contenía 400 µL de solución amortiguadora (pH 7,5), 20 µL de SDS al 10% y 10 µL de 

proteinasa K durante 12 horas en un baño a 37ºC con agitación. La extracción del DNA 

se realizó mediante un método convencional  con  400 µL de fenol-cloroformo. El DNA 

se precipitó con 800 µL de etanol absoluto y se purificó con etanol al 70%. El 

precipitado se rehidrató en 400 µL y se dejó a temperatura ambiente hasta su 

cuantificación y almacenamiento.  

 

B. CUANTIFICACIÓN DEL DNA 

 A continuación se cuantificó la cantidad de DNA genómico extraído y se diluyó 

hasta conseguir la concentración requerida para realizar las determinaciones de las 

alteraciones genéticas. 

 Equipos y Reactivos 

- Espectrofotómetro (Pharmacia Gene Quant). 

- Pipetas y puntas. 

- Eppendorfs. 

- Agua destilada. 
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 Procedimiento 

 La concentración de DNA se determinó por espectrometría. Las bases púricas y 

pirimidínicas  absorben en UV a 260 nm (D260). Una unidad de absorbancia a 260 nm 

corresponde a una solución de doble hebra de DNA de 50 µg/mL. Para evitar una 

eventual contaminación proteica, se efectuó a la vez, una segunda medida de 

absorbancia a 280 nm (D280), ya que las proteínas no solo absorben a 280nm, sino 

también a 260. Consideramos un DNA puro cuando la relación entre D260/D280 estaba 

comprendida entre 1,8 y 2. 

 

Para realizar la lectura se tomó una dilución del DNA al 1/100. La cantidad de 

DNA se calculó a partir de la fórmula siguiente: 

 

Concentración de DNA =  D260 ×  50 ug/mL ×  100 (dilución)  0.4 (volumen final) ×

 

A continuación se realizaron diluciones del DNA con agua destilada hasta 

conseguir una concentración entre 50-100 ug/mL (concentración de DNA con la que 

trabajaremos en las técnicas siguientes), se identificaron los tubos de almacenamiento y 

se congelaron  a -20ºC hasta su posterior procesamiento. 
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2.2.2 DETERMINACIÓN DE LAS ALTERACIONES GENÉTICAS

 

A. ESTUDIO DE LA PÉRDIDA DE HETEROCIGOSIDAD DEL locus 9p21 

(D9S1747) 

 

A.1 Amplificación mediante la reacción en cadena de polimerasa (PCR)  

 Realizamos una amplificación del microsatélite D9S1747 de acuerdo con la 

relación existente con el gen p16 descrita por Kim et al (148). 

 

 Equipos y Reactivos 

- Termociclador automático (GeneAmp PCR System 9600 de Perkin Elmer). 

- Tampón estándar para PCR  (10x PCR Buffer II de Roche). Proporciona el pH 

óptimo para la actividad enzimática (8,3-8,8). 

- Cloruro de Magnesio (MgCl2 de Roche). Interviene en la hibridación de los 

cebadores al DNA, actividad y fidelidad de la Taq y en la especificidad del producto 

de amplificación. 

- Primers, iniciadores o cebadores del marcador de microsatélite D9S1747 

(Progenetic) (Tabla VII). Son cortas cadenas de nucleótidos complementarios a las 

secuencias situadas en los extremos del fragmento de DNA que se desea amplificar. 

Inician el proceso de replicación. 

- Nucleótidos (GeneAmp® dNTPs de Perkin Elmer). Son trifosfatos de 

desoxirribonucleósidos necesarios para la síntesis del DNA. 

- Taq DNA polimerasa (Amplitaq® DNA Polimerase de Roche). Enzima 

termoestable aislada de Thermus Aquaticus que interviene en la síntesis del DNA. 

- Puntas y pipetas. 
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- Eppendorfs. 

- Agua destilada. 

 

 Procedimiento 

 La amplificación de la secuencia se realizó con el DNA de las muestras 

tumorales y no tumorales en un volumen final de 50 µL que contenía: 50 ng de DNA 

genómico, 8µL de tampón estándar para PCR, 1.25 mM de MgCl2, 20 pmol de cada 

primer (Tabla VII), 200µM de dNTPs y 0.5 U de Taq DNA polimerasa.  

 

 La amplificación se realizó en un termociclador automático con programa de 

temperaturas de Perkin Elmer y comenzó con un ciclo inicial de 5 minutos a 95ºC para 

desnaturalizar el DNA (separación de las dos hebras que forman la cadena de DNA 

mediante calor). Posteriormente se realizaron 30 ciclos en los que cada uno comprendía: 

30 segundos a 95ºC, 60 segundos a 55ºC para la hibridación (hibridación de los 

cebadores con cada hebra de DNA) y 60 segundos a 70ºC para la síntesis (la polimerasa 

extiende los cebadores con los nucleótidos presentes en la reacción). Se realizó un 

último ciclo a 70ºC durante 10 minutos para la elongación final.  

 

 En cada amplificación se incorporó un control negativo que contenía todos los 

reactivos salvo el DNA que se sustituyó por agua destilada. Este control servía para 

garantizarnos que los reactivos no estaban contaminados. 
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Tabla VII. Secuencias de los primers utilizados en la amplificación del locus 9p21 
mediante PCR.  
 

Cromosoma 
Símbolo 

del locus 
Banda Primers: sense 5’→3’ Primer antisense 5’→3’ Tª 

Tamaño 

bp 

9p D9S1747 21 ATTCAACGAGTGGGATGAAG TCCAGGTTGCTGCAAATGCC 55 150 

 

 

A.2 Electroforesis  

 A continuación, los amplificados procedentes de la PCR fueron separados 

mediante la técnica de electroforesis. 

 

 Equipos y Reactivos 

- Cámara de Electroforesis (Xcell II Mini Cell). 

- TBE (Tris de Merck, EDTA de Sigma, ácido bórico de Merck). 

- Acrilamida (Acryl/Bis 19:1 solution de Amresco®). 

- Glicerol  (Merck). 

- Persulfato Amónico (Sigma). 

- Temed (N,N,N’,N’-Tetrametil-Etilendiamina de Eastman).  

- Marcador o leader (Phix 174 DNA Hae III Markers de Promega). 

- Azul de bromofenol (Blue/Orange 6x de Promega). 

- Pipetas. 

- Puntas de pipetas (Gelsaver Tip 1 – 200 µL). 

- Eppendorfs  de 200 µL. 

- Agua destilada. 
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 Procedimiento 

 Los fragmentos de DNA procedentes de la PCR se separaron en geles de 

poliacrilamida al  8% (que permiten separar fragmentos de DNA inferiores a 500 bp) de  

1mm de espesor. Para preparar los geles se mezcló bien 2 mL de acrilamida al 40%, 7,5 mL 

de TBE al 0,5%,  0,5 mL de glicerol, 70 µL de persulfato amónico y 5 µL de Temed. 

Los monómeros de acrilamida se polimerizan en cadenas largas como consecuencia de 

una reacción que se inicia por la presencia de radicales libres aportados por el persulfato 

amónico y estabilizados por el Temed. 

 

 Las muestras de DNA amplificado se prepararon mezclando 10µL de la muestra 

y 2µL de azul de bromofenol. El blanco se preparó en las mismas condiciones. El 

marcador se preparó mezclando 10µL de agua destilada, 2µL de Azul de bromofenol y 

2µL de marcador.  

 

A continuación se preparó la cámara de electroforesis, se colocó el gel 

solidificado y se llenó la cámara con solución amortiguadora (TBE al 0,5%). Cada gel 

contenía 10 pocillos. Se cargaron los geles con 5µL de cada muestra amplificada 

(tumoral y no tumoral), el marcador (para comparar el tamaño de los fragmentos de la 

amplificación) y el blanco (para observar posibles contaminaciones). El azul de 
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bromofenol nos indicaba el final de la electroforesis que duraba aproximadamente 90 

minutos. 

 

A.3 Revelado 

 A continuación se procedió al revelado de los geles, mediante un método con 

tinción de plata para observar la presencia  de pérdida de heterocigosidad. 

 

 Equipos y Reactivos 

- Baño con agitación (Unitronic 320 OR). 

- Etanol absoluto (EtOH de Scharlan). 

- Ácido acético (AcOH de Probus). 

- Nitrato de plata (AgNO3 de Panreac). 

- Hidróxido sódico (NaOH de Merck).  

- Formaldehído (Merck). 

- Carbonato sódico (NaCO3 de Merck). 

- Agua destilada. 

- Cubetas de cristal. 

- Puntas y pipetas. 

 

 Procedimiento 

El revelado se realizó en cubetas de cristal que estaban en continua agitación en un 

baño a 25ºC, para conseguir una buena fijación y tinción de las bandas. 
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 Se colocaron los geles en una solución de fijación (etanol al 10%, ácido acético 

al 0,5% y agua destilada) durante 5 minutos. Se repitió la fijación durante otros 

5 minutos. 

 

Se retiró la solución fijadora y se tiñeron los geles con una solución de AgNO3 al  

0,1% durante 15 minutos. Se realizaron dos cambios rápidos en agua destilada para 

lavar los geles. 

 

Se dejaron los geles durante 10 minutos en una solución que contenía NaOH 5M 

y formaldehído al 40%. A continuación se retiró esta solución y se dejó que actuara una 

solución de Na2CO3 al 0,75% durante 5 minutos. 

 

Los geles revelados se identificaron y posteriormente se escanearon 

identificando todas las muestras y el día del revelado.  

 

A.4 Interpretación de los resultados 

 La pérdida de heterocigosidad fue definida como una reducción de la intensidad 

de uno de los alelos de la muestra tumoral (aproximadamente en más de un 50% 

visualmente) comparándolos con los dos alelos de la muestra no tumoral (control). 

 

La imagen siguiente representa un gel en el que se ha estudiado la LOH en 9p21 

de 3 muestras (Figura 5). 
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Figura 5. Gel de la LOH en 9p21 en 3 muestras. La muestra nº 5 presenta LOH. 

  Muestra 5     Muestra 11     Muestra 23   Leader 
    NT      T      NT       T        NT        T 

150 bp 

 

 

 

B. ESTUDIO DE LA METILACIÓN DE LA REGIÓN PROMOTORA DEL GEN 

p16 

 

 El estudio de la metilación del promotor del gen p16 se realizó mediante: 

tratamiento del DNA con bisulfito y purificación del DNA modificado, amplificación 

mediante PCR del DNA metilado y no metilado y, electroforesis y revelado. 

 

B.1 Tatamiento del DNA con bisulfito y purificación del DNA modificado 

 Primero es necesario realizar una modificación inicial del DNA con bisulfito 

sódico para transformar las citosinas sin metilar en uracilos (pero no las metiladas). Este 

tratamiento con bisulfito requiere una desnaturalización inicial con tratamiento alcalino 

(NaOH) para separar las dos hebras de DNA y posteriormente una modificación con 

bisulfito para transformar las citosinas no metiladas en uracilos (Figura 6). 
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 La desaminación de la citosina mediante el bisulfito y su conversión en uracilo 

implica tres pasos (Figura 7): 

- PASO 1: adición de bisulfito sódico para producir un sulfonato de citosina. Este 

paso está controlado por la concentración de bisulfito, la temperatura y el pH. La 

reacción se favorece a pH ácido. 

- PASO 2: desaminación hidrolítica para dar un sulfonato de uracilo. Este paso está 

catalizado por el sulfito, bisulfito y aniones acetato. 

- PASO 3: eliminación del sulfonato con tratamiento alcalino. Mientras que la 

sulfonación está favorecida a pH ácido, la desulfonación está favorecida a pH 

alcalino. 

 

Aunque la 5´-metilcitosina puede también reaccionar con el bisulfito, la reacción 

es extremadamente lenta y el equilibrio favorece a la molécula de 5´-metilcitosina frente 

a su derivado desaminado que sería la timina. 
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(5´) a --GAGTCAC---------CG-----mCG---------GCTTCAG----- 

(3´) b --CTCAGTG---------GC------GCm--------CGAAGTC----- 

DESNATURALIZACIÓN 
 
(5´) a --GAGTCAC---------CG-----mCG---------GCTTCAG----- 
 
 
(3´) b --CTCAGTG---------GC------GCm--------CGAAGTC----- 

PURIFICACIÓN DEL DNA 

TRATAMIENTO CON BISULFITO 

 Sulfonación (Paso 1) 
 Desaminación (Paso 2) 
 Desulfonación (Paso 3) 

 
(5´) a --GAGTUAU---------UG-----mCG---------GUTTUAG----- 
 
 
(3´) b --UTUAGTG---------GU------GCm--------UGAAGTU----- 

PCR DE LAS DOS HEBRAS DE 
DNA  

 
(5´) a --GAGTTAT---------TG-----CG---------GTTTTAG----- 
(3´) a --CTCAATA---------AC-----GC---------CAAAATC----- 
 
 
(5´) b --TTTAGTG---------GT------GC--------TGAAGTT----- 
(3´) b --AAATCAC---------CA------CG--------ACTTCAA----- 
 
 
Figura 6. Secuencias del tratamiento con bisulfito. 
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Figura 7. Esquema de la reacción del bisulfito. 

 

 

 

 Equipos y Reactivos 

- Hidróxido sódico (NaOH de Sigma). 

- Bisulfito sódico (Sigma H-1003)  

- Hidroquinona (Sigma S-9000)  

- Baño de agua (Unitronic 320 OR). 

- Eppendorfs. 

- Pipetas y puntas. 

- Wizard DNA Clean Up System  (Promega) 

- Vac-Man Jr. Laboratory Vaccum Manifold (Promega). 
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- Jeringas Luer-Lock 3 O 5 Ml (Materlab). 

- QIAamp Tissue Kit (Qiagen). 

- Columnas con Filtro (Qiagen). 

- Isopropanol  (Panreac). 

- Agua destilada.  

- Acetato sódico (Sigma). 

- Etanol absoluto (Scharlan). 

- Microcentrífuga (Micro Centrifuguette® 4214 ALC®). 

 

 Procedimiento 

 El tratamiento del DNA con bisulfito se realizó según el método de Herman et al 

(149). Se desnaturalizó 1 µg de DNA (muestra tumoral y no tumoral) en un volumen de 

50 µL, con 5,5µL de NaOH 3M recién preparada (concentración en la reacción 0,3M), 

durante 15 minutos en un baño de agua a 37ºC. En el método de Herman emplean 

NaOH 0,2M y 10 minutos; esto se ha modificado porque en el estudio de Clark et al 

(150) demostraron que éstas eran las condiciones óptimas. Para completar la 

desnaturalización, se incubaron las muestras a 80ºC durante 1 minuto e inmediatamente 

se enfriaron en hielo.  

 

 Cada muestra fue tratada con 1 mL de bisulfito sódico 3M a pH 5 y 12,5 µL de 

hidroquinona 40 mM (es importante que ambos reactivos estén recién preparados) y se 

mezcló bien. Posteriormente, las muestras se incubaron a 50ºC en el baño de agua 

durante 16 horas, cubriéndolas previamente con aceite mineral para evitar su 

evaporación.  
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El DNA modificado con bisulfito fue purificado mediante el método de resinas 

de purificación de DNA  de Wizard (Wizard DNA Clean Up System) de acuerdo con 

las instrucciones del fabricante y fue eluido en 50 µL de agua destilada.  

 

 La modificación fue completada tratando las muestras con NaOH 3M 

(concentración en la reacción 0,3 M) e incubándolas a 37ºC durante 15 minutos para 

eliminar los grupos sulfurosos; en el método de Herman et al, la incubación se realiza 

durante 5 minutos a temperatura ambiente pero, según Clark et al, las condiciones 

óptimas eran durante 15 minutos a 37ºC.  

 

 La purificación del DNA se completó mediante las columnas de purificación de 

DNA QIAamp (QIAamp Tissue Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta 

modificación del método fue añadida por nuestro grupo ya que obtuvimos mejores 

resultados. El DNA fue eluido en 50 µL con agua destilada.  
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B.2 Amplificación mediante la reacción en cadena de polimerasa (PCR)  

Tanto el DNA tumoral modificado con bisulfito, el metilado (p16-M) como el no 

metilado (p16-U) fueron amplificados mediante PCR con cebadores específicos para 

ello.  

 

 Equipos y Reactivos 

- Termociclador (GeneAmp PCR System 9600 de Perkin Elmer). 

- Tampón estándar para PCR (tampón 10x  sin  Mg de EcoTaq). 

- Cloruro de magnesio (MgCl2 de Promega). 

- Primers (Progenetic). 

- Nucleótidos (dNTPs de Promega). 

- Taq polimerasa (EcoTaq de Promega).  

- Eppendorfs. 

- Pipetas y puntas. 

 

 Procedimiento 

 La amplificación de cada secuencia se realizó siguiendo el método de Herman et 

al en un volumen final de 50 µL que contenía: aproximadamente 50 ng de DNA 

modificado con bisulfito, 5µL de tampón estándar para PCR, 2,5 mM de MgCl2, 300 ng 

de cada cebador en la reacción (Tabla VIII), 200 µM de dNTPs  y 1,25 U de Taq 

polimerasa. 

 

 La amplificación se realizó en un termociclador con un ciclo inicial de 5 minutos 

a 95ºC para desnaturalizar el DNA. Posteriormente, se realizaron 35 ciclos en los que 
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cada uno comprendía: 30 segundos a 96ºC, 30 segundos  a 65ºC (DNA modificado-

metilado) o 60ºC (DNA modificado con bisulfito-no metilado) y 30 segundos a 72ºC 

para la hibridación y síntesis. Se realizó un último ciclo a 72ºC durante 10 minutos para 

la elongación final. En cada amplificación se incorporó un control negativo que 

contenía agua destilada en lugar de DNA para evaluar posibles contaminaciones. 

 

Tabla VIII. Secuencias de los cebadores utilizados en las amplificaciones mediante 
PCR.  
 

Cromosoma 
Símbolo 

del 
locus 

Banda Primers: sense 5’→3’ Primer antisense 5’→3’ Tª Tamaño 
bp 

9p 

 
p16-M 
p16-U 
p16-M2 
p16-U2 

21 

TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC
TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT
TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC
TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT

GACCCCGAACCGCGACCGTAA 
CAACCCCAAACCACAACCATAA 
CCACCTAAATCGACCTCCGACCG
CCACCTAAATCAACCTCCAACCA

65 
60 
65 
60 

150 
151 
234 
234 

 
p16-M y p16-M2 representan los primers del DNA modificado y metilado.  
p16-U y p16-U2 representan los primers del DNA modificado y no metilado.  
Las diferencias entre las secuencias de los primers de DNA modificado metilado y no metilado están subrayadas. 

 

 

B.3 Electroforesis y Revelado 

El procedimiento de electroforesis y revelado se llevó a cabo igual que los 

descritos anteriormente para el estudio de la pérdida de heterocigosidad. 

 

B.4 Interpretación de los resultados 

En la interpretación de los resultados, se consideró que el DNA tumoral estaba 

metilado cuando aparecía una banda en la amplificación con cebadores para DNA  
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tratado-metilado (p16-M), independientemente que el tratado-no metilado (p16-U) 

tuviera banda, ya que la metilación del DNA puede ser total o parcial dependiendo del 

grado de metilación.  

 

 La imagen siguiente representa el ejemplo de un gel en el que se han estudiado 3 

muestras (Figura 8).  

 

 
 
 

 
 

 
Figura 8. Gel de la metilación del gen p16 en tres muestras tumorales. En las muestras 
2 y 40 sólo amplifica el DNA no metilado mientras que en la muestra 16 se observa 
también la amplificación del DNA metilado. 

     Muestra 2      Muestra 40     Muestra 16   Blanco  Leader 
      M        NM      M       NM      M      NM 

150 bp 
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C. ESTUDIO DE LA PROTEÍNA p16 MEDIANTE LA TÉCNICA DE 

IMMUNOHISTOQUÍMICA  

 

La detección de la expresión de la proteína p16 en las células se ha realizado 

mediante una técnica que consta de tres pasos, el primero consiste en la preparación de 

los portas y fijación del tejido para su estudio, el segundo paso es la tinción 

inmunohistoquímica y el tercero, el estudio de los tejidos teñidos. 

 

C.1 Preparación de los portas y fijación del tejido 

 

 Equipos y Reactivos 

- Portaobjetos. 

- 3-aminopropyltrietoxy-silano (Sigma A-3648). 

- Acetona. 

- Agua destilada. 

- Formol  tamponado a pH 7 (formol comercial al 35-40%, 900ml de agua destilada, 

4g de monohidrato de fosfato ácido sódico y 6,5g de fosfato disódico anhidro). 

- Alcohol de 70º, 80º, 96º y 100º y Xilol. Se utilizan para deshidratar el tejido. 

- Estufa.  

- Baño. 

- Microtomo Leitz 1: 512. 
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 Procedimiento 

 

Preparación de los portaobjetos para desengrasar y adherir los cortes. 

 Los portaobjetos se sumergen en una cubeta con 3-aminopropyltrietoxy-silano al 

2% en acetona. Se realizan dos lavados en agua destilada, para que no se forme una 

película. Se escurren y se dejan en una estufa toda la noche a 55ºC. 

 

Fijación de las piezas 

 Se fijan las piezas de tejido en formol tamponado a pH 7 durante 12 – 24 horas. 

 

Deshidratación e inclusión en parafina 

 Se sumergen los portas en alcohol de 70º durante 30 minutos dos veces. A 

continuación, se dan dos pases en alcohol de 96º de una hora cada uno. Por último, se 

dan tres pases en alcohol a 100º de una hora cada uno. Se dan dos pases en xilol de 10 

minutos cada uno y dos pases en parafina (punto de fusión 56ºC) de una hora cada uno 

y se confecciona el bloque. 

 

Corte 

Se realizan cortes de 7 micras en el microtomo, un estirado en el baño a 47ºC, se 

coloca el corte en el porta y se mantiene en la estufa a 37º C toda la noche.  
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Desparafinado e hidratación  

Se dan dos pases en xilol de 15 minutos cada uno. Se realizan lavados en alcohol 

de gradación decreciente: 100º, 96º, 80º y 70º. Se realiza un lavado en agua destilada. 

 

C.2 Técnica Inmunohistoqímica 

 

 Equipos y Reactivos 

- Peróxido de hidrógeno (H2O2). Se utiliza para inhibir la peroxidasa endógena. 

- Metanol. 

- Agua destilada. 

- EDTA 1mM (600 ml de H2O destilada, 1200 µl EDTA (Sigma E-7889).  

- Microondas. 

- Buffer  TRIS: (6,05 g de Tris, 8.76 g de  ClNa, 40 ml de ClH (1N) y completar con 

H2O hasta 1 L, 1 ml  de Tritón X-100).  Ajustar el pH entre 7,4 –7,6. 

- Suero bloqueante (Dako). 

- p16 (Sta cruz, F-12), anticuerpo monoclonal IgG de ratón. Es el anticuerpo primario 

y se utiliza para marcar la proteína p16. 

- EnVision, Peroxidase, Mouse (Dako, K4001), anticuerpo anti-inmunoglobulinas 

(Ig) de ratón conjugado con peroxidasa. Es el anticuerpo secundario que se une al 

anticuerpo primario. 

- Diaminobencidina (DAB), substrato cromógeno. Se utiliza para el revelado. 

- Hematoxilina. Se utiliza para la contratinción. 

- Alcohol de 70º, 80º, 96º y 100º xilol y carboxilol. Se utilizan para deshidratar el 

tejido. 

- Eukitt (Prolabo). Se utiliza para fijar y sellar el tejido al porta. 
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 Procedimiento 

 

Inhibición de la peroxidasa endógena:  se sumergen los portas en una disolución 

formada por 3 ml de H2O2 y 98 ml de metanol durante 10 minutos en la oscuridad y 

luego se lavan con agua destilada. Este paso se realiza para eliminar el ruido de fondo. 

. 

Desenmascarar el epítopo: se sumergen los portas en una solución de EDTA 1mM a 

pH 8-8,2 y se lleva a ebullición en el microondas, se pone a Tª máxima durante 10 

minutos, se saca 1 minuto fuera y se repite 3 veces; así se rompen las proteínas y se 

abren los poros de la membrana celular permitiendo la entrada del anticuerpo. Después 

se lava con buffer  TRIS (pH 7,4-7,6). 

 

Añadir el suero bloqueante: a cada porta se le añade una solución que contiene 2 ml 

de TRIS con 1 gota (50 µl) de suero durante 30 minutos en una cámara húmeda. 

 

Añadir el anticuerpo primario monoclonal p16 (Sta cruz, F-12): se añade a cada uno 

de los portas una solución que contiene 1 ml de TRIS con 40 µl de anticuerpo durante 

toda la noche a 4ºC en la cámara húmeda. Después se lava con buffer TRIS dos veces 

durante 10 minutos cada una. 
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Añadir el EnVision: a cada porta se vierte1 ml de TRIS con 2 ml de EnVision durante 

30 minutos y a continuación se lavan con buffer TRIS dos veces durante 10 minutos 

cada una. 

 

Revelado con Diaminobencidina: se añade 1ml de buffer del kit con 1 gota de DAB a 

cada porta y se incuba durante 5 minutos en la oscuridad. A continuación se lava con 

buffer TRIS,  con agua y con agua destilada. 

 
Contratinción con Hematoxilina: se añade hematoxilina en los portas y después se 

lavan con agua. 

 

Montaje de las preparaciones: se realiza deshidratando las tinciones con alcoholes de 

graduación creciente (70º, 80º, 96º, 100º), xilol y carboxilol. Montar con el reactivo 

Eukitt. 
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C.3  Estudio de los tejidos e interpretación de los resultados 

 

 Equipos  

- Microscopio NIKON OPTIPHOT 

- Cámara NIKON FX-35ª 

 

 Procedimiento 

Las preparaciones se estudiaron con el microscópio NIKON OPTIPHOT y se 

fotografiaron con una cámara NIKON FX-35ª. 

 

La interpretación de los resultados fue la siguiente:  

- Un porcentaje de tinción de los núcleos (color marrón) superior al 10% se consideró 

inmunohistoquímica positiva y, por lo tanto, expresión de la proteína p16. 

- La tinción del citoplasma (color marrón) o ausencia de tinción de los núcleos (color 

azul) se consideró inmunohistoquímica negativa y, por lo tanto, ausencia de 

expresión de proteína. 

- La tinción de citoplasma y núcleos (color marrón) se consideró positiva cuando 

predominaron los núcleos y negativa cuando predominó la tinción citoplasmática. 

 

Las figuras siguientes representan ejemplos de tinciones positivas y negativas de 

dos muestras diferentes (Figuras 9 y10).  
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Muestra 34                                                             Muestra 34 ampliada
 
Figura 9. Expresión de la proteína p16 mediante inmunohistoquímica en la muestra 
tumoral nº 34. La expresión de la proteína p16 es positiva. 
 

 

 

 

     
 
Muestra 38                                                             Muestra 38 ampliada
 
Figura 10. Expresión de la proteína p16 mediante inmunohistoquímica en la muestra 
tumoral nº 38. La expresión de la proteína p16 es negativa. 
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3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se trata de un estudio de cohortes prospectivo. Las variables cualitativas se 

presentan con su distribución de frecuencias. Las variables cuantitativas se resumen en 

su media, desviación estándar (DE) y rango. En distribuciones asimétricas se presenta la 

mediana y su rango intercuartílico (Rango RIQ). 

 

 Se evaluó la asociación entre variables cualitativas con el test de χ2 y, en el caso 

de que más de un 25% de los esperados fueran menores de 5, por la prueba exacta de 

Fisher. En el caso de variables ordinales se contrastó la hipótesis de tendencia ordinal de 

proporciones. 

 

 Se estimó la “Odds Ratio” (OR) o “razón de ventajas”, para los factores 

asociados a las alteraciones genéticas junto con su intervalo de confianza del 95%. 

 

 Se analizó el comportamiento de las variables cuantitativas por cada una de las 

variables independientes categorizadas mediante el test de la t de Student (en 

comparaciones de una variable con dos categorías) y/o el análisis de la varianza 

(ANOVA). Mediante esta técnica se han evaluado las diferencias de medias debido al 

efecto individual, o principal de cada factor y/o al efecto de sus interacciones. 
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 En todos los casos se comprobó la distribución de la variable frente a los 

modelos teóricos y se contrastó la hipótesis de homogeneidad de varianzas. 

 

 Se estimaron las funciones de supervivencia por el método de Kaplan-Meier 

para las variables independientes en el estudio de la supervivencia (SG) y de la 

supervivencia libre de enfermedad (SLE). Se presentan las gráficas de las curvas 

estimadas y la mediana de la distribución. Consiste en comparar el número de eventos 

observados en cada uno de los subgrupos con el número de eventos esperados en el caso 

de que la distribución de la variable  dependiente fuera la misma en todas las categorías 

(hipótesis nula). La comparación de las funciones de supervivencia de los distintos 

subgrupos se realizó mediante el test exacto de Breslow. 

 

 Se ajustó un modelo de regresión de riesgos proporcionales de Cox. Este modelo 

permite identificar y evaluar la relación entre un conjunto de variables explicativas y el 

tiempo de ocurrencia de un evento y también predecir el tiempo de supervivencia de un 

determinado sujeto a partir de los valores que toma en las variables explicativas o 

pronósticas. 

 

 
h(t;x) = ho(t) . e

β.X = ho(t) . e
β1.X1 + β2.X2 +β3.X3 + ...βp.Xp 
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h(t;x) 

 Tasa de riesgo de un sujeto, con valores x = (x1; x2; ...; xp ) en las variables 

explicativas, en el instante t. Es la variable respuesta que se modeliza. Representa el 

riesgo de fallecer o recidivar en el instante t de los sujetos que tienen un determinado 

patrón de valores x en las variables explicativas.   

 

eβ.X

 Función exponencial, cuyo exponente es la combinación lineal, sin término 

constante, de las p variables explicativas xi. 

 

ho(t) 

 Función de riesgo de referencia ("baseline" o "underlying hazard function), que 

sólo depende del tiempo, llamada así porque representa las tasas instantáneas de riesgo 

de un sujeto hipotético con valor 0 en todas las variables predictivas. 

 

 Se evaluó la existencia de interacciones, introduciendo las variables 

independientes multiplicativas con pruebas de significación estadística y se mantienen 

en el modelo los términos de interacción estadísticamente significativos. Se presentan 

los "riesgos relativos" (RR) o “razón de tasas” ajustados junto a sus Intervalos de 

Confianza (IC) 95%. La interpretación de los parámetros del modelo con signos 

positivos indican el aumento de la tasa instantánea de riesgo, es decir, un peor 

pronóstico de un sujeto para un valor alto en la variable x. La contribución de una 
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variable x se valora en el exponente eβ, que es el factor por el cual se multiplica la tasa 

de riesgo instantáneo de un sujeto cuando la variable x se incrementa en una unidad. 

Este exponente se interpreta como el riesgo relativo en el instante t de los sujetos. En 

variables dicotómicas es pasar de la ausencia (0) a la presencia (1) del factor x. En 

variables cuantitativas el incremento lineal de la tasa de riesgo cuando se incrementa la 

variable x en una unidad. Este aumento es proporcional en todos los valores que toma la 

variable. En variables policotómicas (más de dos categorías) una categoría se toma 

como referencia y por lo tanto el RR es de 1. El resto de las categorías se comparan 

frente a la de referencia. 

 

 Los supuestos básicos que deben cumplir los datos para poder aplicar dicho 

modelo son sobre todo de la parte paramétrica ya que la contribución de las diferentes 

variables explicativas en la predicción de la supervivencia, o más precisamente, de la 

tasa instantánea de riesgo, es la misma en cualquier momento del tiempo de 

seguimiento. La parte no paramétrica del modelo no impone ningún supuesto sobre la 

forma de distribución de los tiempos de supervivencia. 

 

 En todos los contrastes de hipótesis se rechazó la hipótesis nula con un error de 

tipo I o error α menor a 0,05. 

 

 El paquete informático utilizado para el análisis fue SPSS para Windows versión 9.0. 
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DESCRIPCIÓN DE LA POBLACIÓN 

 

 La población objeto de nuestro estudio se compone de un total de 48 pacientes, 

33 varones y 15 mujeres diagnosticados de cáncer renal. La edad media fue de 

60,8 años, con un rango comprendido entre 36 y 84 años y, una desviación estándar de 

12,1. 

 

 En el momento del diagnóstico, 29 pacientes (60,4%) presentaban síntomas 

mientras que el diagnóstico fue incidental en 19 pacientes (39,6%). Se constataron 

antecedentes familiares de cáncer en 8 pacientes (16,7%). 

 

 La descripción de las variables clínico-patológicas de nuestra población se 

describe en la Tabla IX. 

 
Tabla IX. Descripción de las variables clínico-patológicas. Serie de 48 pacientes con 
carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos (1993-2000). 
 

VARIABLE % n 

SEXO 
Varón 
Mujer 

 
68,8               
31,2 

 
33                
15 

DIAGNÓSTICO 
Sintomático 
Incidental 

 
60,4 
39,6 

 
29 
19 

ANTECEDENTES FAMILIARES 
Si 
No 

 
16,7 
35,4 

 
8 

17 
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CARACTERÍSTICAS DE LOS TUMORES 

 

Tipo histológico 

 La distribución de los 48 tumores renales, respecto al tipo histológico de acuerdo 

con la clasificación de Störkel (38), fue: 31 convencional o de células claras 

(64,6%), 7 cromófobos (14,6%), 4 papilares (8,3%), 4 túbulos colectores o de 

Bellini (8,3%) y 2 inclasificables (4,2%) (Figura 11). 

 

Estadio tumoral 

 Según la clasificación TNM propuesta por la Union Internationale Contre le 

Cancer (U.I.C.C.) y el American Joint Committee on Cancer (A.J.C.C.) en 1997 (43-

45), nuestro grupo de 48 pacientes se distribuyó en: 25 pacientes en estadio I (52,1%), 

2 pacientes en estadio II (4,2%), 20 pacientes en estadio III (41,7%) y 1 paciente en 

estadio IV (2,1%) (Figura 12). 

 

Tamaño tumoral 

 De acuerdo con la clasificación TNM (43-45), los tumores se clasificaron según 

el tamaño tumoral en: 25 tumores (52,1%) en T1, 3 tumores (6,3%) en T2 y 20 tumores 

(41,7%) en T3. Ninguno de los tumores era del grupo T4 (Figura 13). Dentro del grupo 

T3 se clasificaron en otros tres grupos: 11 tumores (22,9%) en T3a, 8 tumores (16,7%) 

en T3b y 1 tumor (2,1%) en T3c. 
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Afectación ganglionar 

 Con relación a la afectación tumoral de los ganglios, se clasificaron en tres 

grupos: 45 tumores (93,8%) sin afectación (N0), 3 tumores (6,3%) con afectación de un 

ganglio (N1) y ningún tumor con más de un ganglio afectado (N2) (Figura 14). 

 

Metástasis  

 En el estudio previo a la cirugía se diagnosticó un paciente (2,1%) con 

metástasis a distancia (M1). 

 

Grado de diferenciación 

 Respecto al grado de diferenciación nuclear, los tumores se distribuyeron según 

la clasificación de Fuhrman (61) en cuatro grupos: 11 tumores (22,9%) de grado 1,  

27 tumores (56,3%) de grado 2,  9 tumores (18,8%) de grado 3 y 1 tumor (2,1%) de 

grado 4 (Figura 15).  

 
 

 Aunque no son factores pronóstico clásicos, también hemos descrito otras 

variables macroscópicas del tumor renal en la tabla X. 
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TIPO HISTOLÓGICO

15%

8%
8%4%

65%

Convencional Cromófobas Papilar Túbulos Colectores Inclasificable

Figura 11. Distribución de los tumores según el tipo histológico. Serie de 48  
pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993- 
2000). 

 
 

 
   

 

52%

4%

42%

2%

0%

20%

40%

60%

I II III IV

ESTADIO TUMORAL

 Figura 12. Distribución de los tumores según el estadio tumoral. Serie de 48  
 pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993- 
 2000). 
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Figura 13. Distribución de los tumores seg
pacientes con carcinoma renal. Hospital C
2000). 

 
 
  

 

94 %

Figura 14. Distribución de los tumores seg
48 pacientes con carcinoma renal. Hospita
(1993-2000). 
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GRADO DE DIFERENCIACIÓN

56%

23%
2%

19%
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Figura 15. Distribución de los tumores según el grado de diferenciación.  
Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos 
de Madrid (1993-2000). 

 
 
 
Tabla X. Descripción de las variables macroscópicas tumorales. Serie de 48 pacientes 
con carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

VARIABLE % n 

MASA DEL TUMOR (ECOGRAFÍA) 
Sólida 
Mixta  

Quística  

70,8 
25,0 
0,0 

 
34                
12 
0 

LOCALIZACIÓN TUMORAL 
Polo superior 
Polo inferior 
Mesoriñón 

Polo superior y mesoriñón 
Polo inferior y mesoriñón 

Bilateral 
Todo 

33,3 
18,8 
20,8 
6,3 

14,6 
2,1 
4,2 

16 
9 

10 
3 
7 
1 
2 

MULTIFOCALIDAD 
Si 
No 

16,7 
83,3 

8 
40 
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ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES GENÉTICAS 
DEL GEN p16 Y SU PROTEÍNA 
 

 Este estudio consta de cuatro partes: 

1. Estudio de las alteraciones genéticas en el locus 9p21 (D9S1747) 

1.1 Estudio de la LOH 

1.2 Estudio de la inestabilidad cromosómica 

1.3 Estudio de la LOH y/o inestabilidad cromosómica 

 

2. Análisis de la metilación del promotor del gen p16 

3. Determinar la presencia de al menos una alteración genética en el gen p16 

4. Estudio de la proteína p16 

 

 

1. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES GENÉTICAS EN EL locus 9p21 

(D9S1747) 

 

 En este estudio hemos analizado si nuestra serie de 48 pacientes diagnosticados 

de cáncer renal tenía pérdidas alélicas (LOH) en la región 9p21. Para ello, hemos 

utilizado el marcador de microsatélites D9S1747. También hemos estudiado la 

presencia de inestabilidad cromosómica en esta región.  
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 En nuestra serie de 48 pacientes, el 25% (12 pacientes) presentaba LOH en 

9p21, el 4,2% (2 pacientes) presentaba inestabilidad cromosómica en este microsatélite 

y el 68,8% (33 pacientes) no presentaba ninguna de estas alteraciones. En un paciente 

(2,1%) no se pudo observar la presencia de estas alteraciones debido a que era 

homocigoto para este alelo (Figura 16). 

 
 

 

 

ESTUDIO DEL LOCUS  9p21

25%

69%

2% 4%

LOH SIN ALTERACIONES
HOMOCIGOTO INESTABILIDAD

 
Figura 16. Estudio de las alteraciones genéticas en el locus 9p21. Serie de 48 
pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-
2000). 
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1.1. ESTUDIO DE LA PÉRDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH)  

 

El 25% de los pacientes estudiados (12 pacientes) presentaron LOH en el locus 

9p21.  

 

A. Relación con las variables clínico-patológicas 

 

Respecto al estudio de la relación de la LOH en 9p21 con las variables clínico-

patológicas (Tabla XI), observamos el 21,9% de los hombres y el 33,5% de las mujeres 

presentaban esta alteración (p=0,48). El 32% de los pacientes mayores de 60 años y el  

18,2% de los menores o igual a 60 años presentaban LOH en 9p21 (p=0,33). El 50% de 

los pacientes que tenían antecedentes familiares de cáncer y el 25% de los que no los 

tenían, presentaban esta alteración genética (p=0,36).  

 
Respecto a las variables macroscópicas del tumor, el 30,3% de los tumores 

sólidos y el 16,7% de los tumores mixtos presentaban pérdida de heterocigosidad 

(p=0,47). El 12,5% de los tumores multifocales y el 28,2% de los tumores sin 

multifocalidad tenían LOH (p=0,66). 
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Tabla XI. Prevalencia de la LOH en el locus 9p21 en relación con las variables clínico-
patológicas. Serie de 48 pacientes con carcinoma  renal. Hospital Clínico San Carlos 
de Madrid (1993-2000). 
 

PREVALENCIA 
LOH VARIABLE 

 % n 
O.R. I.C.(95%) p 

SEXO 
Varón 
Mujer 

 
21,9 
33,5 

 
7 
5 

 
0,56 

1 
0,14 – 2,19 0,48 

EDAD 
> 60 
≤ 60 

 
32,0 
18,2 

 
8 
4 

 
2,12 

1 
0,54 – 8,34 0,33 

ANTECEDENTES 
FAMILIARES 

Si 
No 

 
 

50,0 
25,0 

 
 

4 
4 

 
 

3,00 
1 

 
0,50 – 17,95 

 
0,36 

MASA DEL TUMOR  
Sólida 
Mixta  

 
30,3 
16,7 

 
10 
2 

 
2,17 

1 
0,40 – 11,78 

 

 
0,47 

 
MULTIFOCALIDAD 

Si 
No 

 
12,5 
28,2 

 
1 

11 

 
0,36 

1 
0,04 – 3,31 

 

 
0,66 

 

 

 

B. Relación con los factores pronóstico-clásicos 

 

En la relación de la LOH en el locus 9p21 con los factores pronóstico clásicos 

(Tabla XII), hemos observado que en cuanto al tipo histológico, el 30% de los tumores 

convencionales o células claras, el 25% de los papilares, el 14,3% de las cromófobos y 

el 25% de los túbulos colectores presentaban LOH en el locus 9p21 (p=0,83) (Figura 17). 
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Respecto al grado de diferenciación nuclear, el 27,3% de grado 1, el 26,9% de 

grado 2 y el 22,2% de grado 3 presentaban esta alteración (p=0,93) (Figura 18). 

 

En cuanto al estadio tumoral, el 29,2% de los tumores de estadio I y el 25% de 

estadio III presentaban LOH y ninguno de los tumores de los estadios II y IV tenían 

dicha alteración (p=0,75) (Figura 19). El 29,2% y 25% de los tumores de tamaño 

tumoral T1 y T3 respectivamente, estaban alterados (p=0,55) y el 27,3% de los tumores 

que no tenían afectación ganglionar presentaban LOH (p=0,56).  
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Figura 17. Distribución del porcentaje de LOH en el locus 9p21 según el tipo 
histológico. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San Carlos 
de Madrid (1993-2000). 
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Figura 18. Distribución del porcentaje de LOH en el locus 9p21 según el grado  
de diferenciación. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico  
San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Figura 19. Distribución del porcentaje de la LOH en el locus 9p21 según el 
estadio tumoral. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San 
Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Tabla XII. Prevalencia de la LOH en el locus 9p21 en relación con los factores 
pronóstico clásicos. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San 
Carlos de Madrid (1993-2000).  
 

PREVALENCIA 
LOH VARIABLE 

 % n 
p 

TIPO HISTOLÓGICO 
Convencional (células claras) 

Papilar 
Cromófobas 

Túbulos colectores 
Inclasificable 

 
30,0 
25,0 
14,3 
25,0 
0,00 

 
9 
1 
1 
1 
0 

0,83 
 
 

GRADO DE DIFERENCIACIÓN 
1 
2 
3 
4 

 
27,3 
26,9 
22,2 
0,00 

 
3 
7 
2 
0 

0,93 
 
 

ESTADIO 
I 
II 
III 
IV 

 
29,2 
0,00 
25,0 
0,00 

 
7 
0 
5 
0 

0,75 
 
 

TAMAÑO TUMORAL (T) 
T1 
T2 
T3 

 
29,2 
0,00 
25,0 

 
7 
0 
5 

0,55 
 

GANGLIOS (N) 
N0 
N1 

 
27,3 
0,00 

 
12 
0 

 
0,56 

 
METÁSTASIS 

M0 
M1 

 
26,1 
0,00 

 
12 
0 

 
1,00 

 

 
 

 

 Los factores pronóstico clásicos han sido agrupados para relacionarlos con la 

LOH en el locus en 9p21; a su vez, hemos creado una variable relacionada con el 

tamaño tumoral basándonos en la anterior clasificación de tumores de riñón de 1986  en 

la que consideraba el límite del tamaño del tumor limitado al riñón en 2,5 cm (Tabla XIII). 
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 Ninguno de los tumores inferiores a 25 mm y el 27,9% de los mayores o igual  a 

25 mm presentaban LOH en el locus 9p21 (p=0,56).  

 

 Atendiendo a las clasificaciones históricas del carcinoma renal en carcinoma de 

células claras y células granulares, para realizar este estudio hemos agrupado nuestra 

serie en dos grupos, tumores  de células convencionales y el resto de los tumores de la 

clasificación actual,  y hemos obtenido que el 30% de los tumores convencionales y el 

17,6% de los no convencionales presentaban esta alteración en 9p21 (p=0,49). Aunque 

no existen diferencias genéticas entre los tumores papilares y no papilares en p16, en la 

literatura se sigue haciendo referencia a este tipo de tumores atendiendo a las 

diferencias genéticas encontradas en el brazo corto del cromosoma 3. En nuestro 

trabajo, el 25% de los tumores papilares y el 25,6 de los no papilares presentan LOH en 

9p21 (p=1,00). 

  

En cuanto al grado, el 27% de los tumores diferenciados (grado 1 y 2) y el 20% 

de los tumores indiferenciados (grado 3 y 4) presentaban alteración del gen (p=1,00). 

 

Agrupando los estadios en dos grupos, el 26,9% de los tumores en estadio 

precoz (estadio I y II) y el 23,8% de los tumores en estadio avanzado (III y IV) 

presentaban esta alteración genética (p=1,00).  
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Tabla XIII. Prevalencia de la LOH en el locus 9p21 en relación con los factores 
pronóstico clásicos agrupados. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital 
Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

PREVALENCIA
LOH VARIABLE 

 % n 
O.R. I.C. (95%) p 

TAMAÑO 
<25 
≥25 

 
0,00 
27,9 

 
0 

12 

 
1 

1,39 

 
 

Indefinido 

 
0,56 

TIPO HISTOLÓGICO 
Claras 

No claras 

 
30,0 
17,6 

 
9 
3 

 
2,00 

1 
0,46 – 8,71  

0,49 

TIPO HISTOLÓGICO 
Papilares 

No papilares 

 
25,0 
25,6 

 
1 

11 

 
1 

2,00 

 
0,09 – 10,32 1,00 

GRADO 
1 y 2 
3 y 4 

 
27,0 
20,0 

 
10 
2 

 
1 

0,67 

 
 

0,12 – 3,70 

 
1,00 

ESTADIO 
I y II 

III y II 

 
26,9 
23,8 

 
7 
5 

 
1 

0,85 

 
 

0,23 – 3,23 

 
1,00 
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1.2 ESTUDIO DE LA INESTABILIDAD CROMÓSÓMICA 

 

 El 4,2% (2 pacientes) de la serie de 48 pacientes diagnosticados de cáncer renal, 

presentaron inestabilidad cromosómica en el locus 9p21. Debido a que el tamaño 

muestral es pequeño, no hemos realizado un estudio estadístico de estos dos pacientes 

con las diferentes variables clínico-patológicas y los factores pronóstico clásicos. A 

continuación describiremos las características de estos pacientes. 

 

 Uno de ellos es varón, de 67 años de edad, sin antecedentes familiares de cáncer 

y su diagnóstico fue incidental. La masa del tumor es quística de 20 mm tamaño y 

presenta multifocalidad. El tumor es de células convencionales y el grado de 

diferenciación 1. Según el TNM, es T1, no tiene afectación ganglionar ni metástasis a 

distancia (estadio tumoral I). No presenta recidiva y permanece vivo hasta el final de 

este estudio.  

 

 El otro paciente es un varón de 62 años de edad, sin antecedentes familiares de 

cáncer,  su diagnóstico fue incidental. La masa del tumor es sólida de 55 mm tamaño y 

no presenta multifocalidad. El tumor es de células convencionales y el grado de 

diferenciación 2. Según el TNM, es T1, no tiene afectación ganglionar ni metástasis a 

distancia (estadio tumoral I). No presenta recidiva y permanece vivo hasta el final de 

este estudio.  
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1.3  ESTUDIO DE LA PÉRDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH) 

E INESTABILIDAD CROMOSÓMICA 

 

Estas dos alteraciones genéticas han sido agrupadas en una sola variable, LOH 

y/o inestabilidad en el locus 9p21 para relacionarlas con las variables clínico-

patológicas y con los factores pronóstico clásicos.  

 

El 29% (14 pacientes) de la serie de 48 pacientes estudiados presenta LOH y/o 

inestabilidad cromosómica en el locus 9p21.  

 

A. Relación con las variables clínico-patológicas 

 

Respecto a la relación de la LOH y/o inestabilidad en 9p21 con las variables 

clínico-patológicas (Tabla XIV), encontramos que en cuanto al sexo, el 28,1% de los 

hombres y el 33,3% de las mujeres presentaban esta alteración (p=0,74). El 36% de los 

pacientes mayores de 60 años y el 22,7% de los menores o igual a 60 años tenían esta 

alteración (p=0,36). El 50% de los pacientes que presentaban antecedentes familiares de 

cáncer tenían alteraciones genéticas en el locus 9p21 (p=0,67).  

 

Según la masa tumoral, el 33,3% de los tumores sólidos y el 25% de los tumores 

mixtos presentaban alteración en el locus (p=0,73). El 25% de los tumores multifocales 

y el 30,8% de los tumores sin multifocalidad tenían alteración (p=1,00). 
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Tabla XIV. Prevalencia de la LOH y/o inestabilidad en 9p21 en relación con las 
variables clínico-patológicas. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital 
Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

PREVALENCIA 
LOH y/o 

INESTABILIDADVARIABLE 
 % n 

O.R. I.C.(95%) P 

SEXO 
Varón 
Mujer 

 
28,1 
33,3 

 
9 
5 

 
0,78 

1 
0,21 – 2,93 0,74 

EDAD 
> 60 
≤ 60 

 
36,0 
22,7 

 
9 
5 

 
1,91 

1 
0,53 – 6,94 0,36 

ANTECEDENTES 
FAMILIARES 

Si 
No 

 
 

50,0 
37,5 

 
 

4 
6 

 
 

1,67 
1 

 
0,30 – 9,27 

 
0,67 

MASA DEL TUMOR  
Sólida 
Mixta  

 
33,3 
25,0 

 
11 
3 

 
1,50 

1 
0,34 – 6,68 

 
0,73 

 
MULTIFOCALIDAD 

Si 
No 

 
25,0 
30,8 

 
2 

12 

 
0,75 

1 
0,13 – 4,27 

 
1,00 

 
 
 

B. Relación con los factores pronóstico-clásicos 

 

Respecto a la relación de la LOH y/o inestabilidad en 9p21 con los factores 

pronóstico clásicos (Tabla XV), hemos observado que en cuanto al tipo histológico, el 

36,7% de los tumores convencionales o células claras, el 25% de los papilares, el 14,3% 

de los cromófobos y el 25% de los túbulos colectores presentaban alteraciones en el 

locus 9p21 (p=0,66) (Figura 20). 
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En cuanto al grado de diferenciación nuclear, el 36,4% de grado 1, el 30,8% de 

grado 2, el 22,2% de grado 3 y ningún tumor de grado 4 presentaban alteración genética 

(p=0,82) (Figura 21). 

 

El 37,5% de los tumores de estadio I y el 25% de estadio III tenían alteraciones 

(p=0,54) (Figura 22). De acuerdo con el  tamaño tumoral, el 37,5% de T1, ningún T2 y 

el 25% de T3 tenían alteraciones en este locus (p=0,34). El 31% de los que no tenían 

afectación tumoral de los ganglios presentaban alteraciones genéticas mientras que 

ninguno de los que presentaban afectación ganglionar tenían LOH y/o inestabilidad 

(p=0,54). El único paciente que tenía metástasis a distancia no presentaba estas 

alteraciones genéticas (p=1,00). 
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Figura 20. Distribución del porcentaje de la LOH y/o inestabilidad en el locus 
9p21 según el tipo histológico. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Figura 21. Distribución del porcentaje de la LOH y/o inestabilidad en el locus 
9p21 según el grado de diferenciación. Serie de 48 pacientes con carcinoma 
renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 

 
 

 
 

38

62

0

100

25

75

0

100

0

20

40

60

80

100

%

I II III IV

ESTADIO TUMORAL

LOH y/o INESTABILIDAD SIN ALTERACIÓN

 
Figura 22. Distribución del porcentaje de la LOH y/o inestabilidad en el locus 
9p21 según el estadio tumoral. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 

 
 
 

 111



Tesis: Alteración del gen supresor p16 en el carcinoma renal. Victoria del Barco              RESULTADOS 

 

Tabla XV. Prevalencia de la LOH y/o inestabilidad en 9p21 en relación con los factores 
pronóstico clásicos. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San 
Carlos de Madrid (1993-2000).  
 

PREVALENCIA 
LOH y/o INESTABILIDAD VARIABLE 

 % n 
p 

TIPO HISTOLÓGICO 
Convencional (células claras) 

Papilar 
Cromófobas 

Túbulos colectores 
Inclasificable 

 
36,7 
25,0 
14,3 
25,0 
0,0 

 
11 
1 
1 
1 
0 

0,66 
 
 

GRADO DE DIFERENCIACIÓN 
1 
2 
3 
4 

 
36,4 
30,8 
22,2 
0,0 

 
4 
8 
2 
0 

0,82 
 
 

ESTADIO 
I 
II 
III 
IV 

 
37,5 
0,0 

25,0 
0,0 

 
9 
0 
5 
0 

0,54 
 
 

TAMAÑO TUMORAL (T) 
T1 
T2 
T3 

 
37,5 
0,00 
25,0 

 
9 
0 
5 

0,34 
 
 

GANGLIOS (N) 
N0 
N1 

 
31,0 
0,0 

 
14 
0 

 
0,54 

 
METÁSTASIS 

M0 
M1 

 
30,4 
0,0 

 
14 
0 

 
1,00 
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 La relación de la LOH y/o inestabilidad con los factores pronóstico clásicos 

agrupados está descrita en la Tabla XVI. 

 

El 25% de los tumores inferiores a 25 mm y el 30,2% de los mayores 

presentaban LOH y/o inestabilidad en el locus 9p21 (p=1,00).  

 

 Respecto al tipo histológico agrupado en células claras y no claras, el 36,7% de 

los tumores convencionales presentaban alteración en 9p21 y también el 17,6% de los 

no convencionales (p=0,20).  

 

 En cuanto al grado, el 32,4% de los tumores diferenciados (grado 1 y 2) y el 

20% de los tumores indiferenciados (grado 3 y 4) presentaban LOH y/o inestabilidad 

cromosómica (p=0,70). 

 

El 34,6% de los tumores en estadio precoz (estadio I y II) y el 23,8% de los 

tumores en estadio avanzado (III y IV) presentaban alteraciones en este locus (p=0,53).  
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Tabla XVI. Prevalencia de la LOH y/o inestabilidad en el locus 9p21 en relación con 
los factores pronóstico clásicos agrupados. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

PREVALENCIA 
LOH y/o 

INESTABILIDADVARIABLE 
 % n 

O.R. I.C. (95%) p 

TAMAÑO 
<25 
≥25 

 
25,0 
30,2 

 
1 

13 

 
1 

1,30 

 
 

0,12 – 13,70 
1,00 

TIPO HISTOLÓGICO 
Claras 

No claras 

 
36,7 
17,6 

 
11 
3 

 
2,70 

1 
0,63 – 11,53 0,20 

GRADO 
1 y 2 
3 y 4 

 
32,4 
20,0 

 
12 
2 

 
1 

0,52 
 

0,09 – 2,86 
0,70 

ESTADIO 
I y II 

III y II 

 
34,6 
23,8 

 
9 
5 

 
1 

0,59 
 

0,16 – 2,13 
0,53 
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2. ESTUDIO DE LA METILACIÓN DEL PROMOTOR DEL GEN p16 

 

Se realizó el estudio de la metilación de la región promotora del gen p16 en 

nuestra serie de 48 pacientes diagnosticados de carcinoma renal. El 22,9% de los 

pacientes (11 pacientes) presentaban metilación del gen p16 (Figura 23).  

  

  
  

  

METILACIÓN DEL GEN p16

23%
77%

METILADO NO METILADO

Figura 23. Porcentaje de metilación del promotor del gen p16. Serie de 48    
pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-
2000). 

 

 

Al igual que en el estudio anterior, la metilación del gen p16 se relacionó con las 

variables clínico-patológicas y con los factores pronóstico clásicos. 
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A. Relación con las variables clínico-patológicas 

 

Respecto la relación de la metilación del gen p16 con las variables clínico-

patológicas (Tabla XVII), el 24,2% de los hombres y el 20,0% de las mujeres 

presentaban metilación del gen (p=1,00). 

 

Existía una diferencia significativa en el porcentaje de metilación del gen en 

cuanto a la edad. El 39,1% de los tumores de los pacientes menores o igual a 60 años y 

el 8% de los pacientes mayores de 60 años presentaban alterado el gen p16 (p=0,01). 

 

El 25% de los pacientes que presentaban antecedentes familiares de cáncer y el 

17,6% que no presentaban antecedentes tenía metilado el gen (p=1,00). 

 
 

El 17,6% de los tumores sólidos y el 41,7% de los tumores mixtos presentaban 

alteración del gen (p=0,12). El 27,5% de los tumores solitarios y ninguno de los tumores 

multifocales tenían alteración (p=0,17). 
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Tabla XVII. Prevalencia de la metilación del promotor del gen p16 en relación con las 
variables clínico-patológicas. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital 
Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

PREVALENCIA
METILACIÓN VARIABLE 

 % n 
O.R. I.C. (95%) p 

SEXO 
Varón 
Mujer 

 
24,2 
20,0 

 
8 
3 

 
1,28 

1 
0,29 – 5,71 1,00 

EDAD 
> 60 
≤ 60 

 
8,0 

39,1 

 
2 
9 

 
0,14 

1 
0,03 – 0,72 0,01 

ANTECEDENTES 
FAMILIARES 

Si 
No 

 
 

25,0 
17,6 

 
 

2 
3 

 
 

1,56 
1 

 
 

0,21 – 11,83 
 

1,00 

MASA DEL TUMOR 
Sólida 
Mixta  

 
17,6 
41,7 

 
6 
5 

 
0,30 

1 
0,07 – 1,28 

 
0,12 

 
MULTIFOCALIDAD 

Si 
No 

 
0,0 

27,5 

 
0 

11 

 
0,72 

1 
0,59 – 0,87 

 
0,17 
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B. Relación con los factores pronóstico-clásicos 

 

Respecto a la relación de la metilación del gen p16 con los factores pronóstico 

clásicos (Tabla XVIII), hemos observado que en cuanto al tipo histológico, el 19,4% de 

los tumores convencionales, ningún tumor papilar, el 57,1% de los cromófobos y el 

25% de los túbulos colectores presentaban metilación (p=0,16) (Figura 24). 

 

El 36,4% de grado 1, el 18,5% de grado 2, el 22,2% de grado 3 y ninguno de 

grado 4 presentaban metilación del gen (p=0,63) (Figura 25). 

 

En cuanto al estadio tumoral según la clasificación TNM, el 20% de los estadio I, 

el 100% del estadio II y el 20,0% del estadio III presentaban metilación (p=0,06) 

(Figura 26). El 20% de T1, el 66,7% de T2 y el 20% de T3 tenían metilado p16 

(p=0,18). Ningún tumor de los que presentaban afectación ganglionar y el 24,4% de los 

que no estaban afectados, presentaban esta alteración (p=1,00). El único paciente que 

tenía metástasis a distancia no presentaba alteración y el 23,4% de los que no tenían 

metástasis si presentaban esta alteración genética (p=1,00). 
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Figura 24. Distribución del porcentaje de metilación del promotor del gen p16 
según el tipo histológico. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital 
Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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METILADO NO METILADO

 
Figura 25. Distribución del porcentaje de metilación del promotor del gen p16  
según el grado de diferenciación. Serie de 48 pacientes con carcinoma 
renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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 Figura 26. Distribución del porcentaje de metilación del promotor del gen  

p16 según el estadio tumoral. Serie de 48 pacientes con carcinoma  
 renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Tabla XVIII. Prevalencia de la metilación del promotor del gen p16 en relación con los 
factores pronóstico clásicos. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital 
Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000).  
 

PREVALENCIA 
METILACIÓN VARIABLE 

 % n 
p 

TIPO HISTOLÓGICO 
Convencional (células claras) 

Papilar 
Cromófobos  

Túbulos colectores 
Inclasificable 

 
19,4 
0,0 

57,1 
25,0 
0,0 

 
6 
0 
4 
1 
0 

 
 
 

0,16 
 
 

GRADO DE DIFERENCIACIÓN 
1 
2 
3 
4 

 
36,4 
18,5 
22,2 
0,0 

 
4 
5 
2 
0 

0,63 
 
 

ESTADIO 
I 
II 
III 
IV 

 
20,0 

100,0 
20,0 
0,0 

 
5 
2 
4 
0 

 
 

0,06 
 

TAMAÑO TUMORAL (T) 
T1 
T2 
T3 

 
20,0 
66,7 
20,0 

 
5 
2 
4 

 
 

0,18 
 

GANGLIOS (N) 
N0 
N1 

 
24,4 
0,0 

 
11 
0 

1,00 
 

METÁSTASIS 
M0 
M1 

 
23,4 

0 

 
11 
0 

1,00 
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 Los factores pronóstico clásicos agrupados se han relacionado con la metilación 

del promotor del gen p16 (Tabla XIX). 

 

 El 25% de los tumores mayores o igual a 25 mm presentaban metilación del gen 

y ninguno de los tumores inferiores a 25 mm estaba alterado (p=0,56).  

 

 El 19,4% de los tumores convencionales presentaban alteración y el 29,4% de 

los no convencionales no (p=0,49). Ninguno de los tumores papilares presentaba 

metilación del gen p16 y el 25% de los tumores no papilares estaban alterados (p=0,56).  

 

 Respecto al grado, el 23,7% de los tumores diferenciados (grado 1 y 2) y el 20% 

de los tumores indiferenciados (grado 3 y 4) presentaban alteración genética del gen 

(p=1,00). 

 

El 25,9% de los tumores en estadio precoz (estadio I y II) y el 19% de los 

tumores en estadio avanzado (III y IV) presentaba alteración (p=0,73).  
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Tabla XIX. Prevalencia de la metilación del promotor del gen p16 en relación con los 
factores pronóstico clásicos agrupados. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

PREVALENCIA
METILACIÓN 

VARIABLE 
 

% n 
O.R. I.C. (95%) p 

TAMAÑO 
<25 
≥25 

 
0,0 

25,0 

 
0 

11 

 
1 

1,33 

 
 

Indefinido  
0,56 

TIPO HISTOLÓGICO 
Claras 

No claras 

 
19,4 
29,4 

 
6 
5 

 
0,58 

1 
0,44 – 0,87 0,49 

TIPO HISTOLÓGICO 
Papilar 

No papilar 

 
0,0 

25,0 

 
0 

11 

 
1 

1,33 

 
 

Indefinido  
0,56 

GRADO 
1 y 2 
3 y 4 

 
23,7 
20,0 

 
9 
2 

 
1 

0,80 

 
 

0,14 – 4,54 
1,00 

ESTADIO 
I y II 

III y IV 

 
25,9 
19,0 

 
7 
4 

 
1 

0,67 

 
 

0,16 – 2,70 
0,73 
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3. ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE AL MENOS UNA DE LAS 

ALTERACIONES GENÉTICAS EN EL GEN p16 

 

 En este análisis hemos  estudiado a todos los pacientes que presentan al menos 

una de las alteraciones genéticas: LOH en el locus 9p21 y/o inestabilidad cromosómica 

en dicho locus y/o metilación del promotor del gen p16 frente a los pacientes que no 

presentan ninguna alteración. 

 

 El 51 % de nuestra serie de pacientes (24 pacientes) presentaban al menos una 

de las alteraciones genéticas en el gen p16 (Figura 27). 

 
 

 

ALTERACIONES GENÉTICAS DEL GEN  p16

51%

49%

NO SI

Figura 27. Porcentaje de la presencia de al menos una alteración genética en el 
gen p16. Serie de 48 pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos 
de Madrid (1993-2000). 
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 Al igual que en las variables anteriores, la presencia de al menos una alteración 

genética en el gen p16 se ha relacionado con las variables clínico-patológicas (Tabla 

XX) y con los factores pronóstico clásicos (Tabla XXI).  

 

A. Relación con las variables clínico-patológicas 

  

 Respecto al sexo, el 50% de los hombres y el 40% de las mujeres presentaban al 

menos una alteración del gen (p=0,55). El 40% de los pacientes mayores de 60 años y el 

54,5% de los menores o igual a 60 años tenían alterado el gen (p=0,39). 

 

El 75% de los pacientes que presentaban antecedentes familiares de cáncer y el 

50% que no presentaban antecedentes tenían alteraciones genéticas (p=0,39).  

 
 

El 45,5% de los tumores sólidos y el 58,3% de los tumores mixtos presentaban 

alteración (p=0,51). El 25% de los tumores multifocales y el 51,3% de los solitarios 

tenían al menos una alteración en el gen p16 (p=0,25). 
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Tabla XX. Prevalencia de la presencia de al menos una alteración genética en el gen 
p16 en relación con las variables clínico-patológicas. Serie de 48 pacientes con 
carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

PREVALENCIAVARIABLE 
 % n 

O.R. I.C.(95%) P 

SEXO 
Varón 
Mujer 

 
50,0 
40,0 

 
16 
6 

 
0,67 

1 
0,19 – 2,31 0,55 

EDAD 
>60 
≤ 60 

 
40,0 
54,5 

 
10 
12 

 
0,55 

1 

 
 

0,17 – 1,75 
0,39 

ANTECEDENTES 
FAMILIARES 

Si 
No 

 
 

75,0 
50,0 

 
 

6 
8 

 
 

0,33 
1 

 
0,05 – 2,18 

 
0,39 

MASA DEL TUMOR 
Sólida 
Mixta  

 
45,5 
58,3 

 
15 
7 

 
1,68 

1 
0,44 – 6,40 

 
0,51 

 
MULTIFOCALIDAD 

Si 
No 

 
25,0 
51,3 

 
2 

20 

 
3,16 

1 
0,57 – 17,62 

 
0,25 

 

 

 

B. Relación con los factores pronóstico-clásicos 

 

En cuanto al tipo histológico, el 50% de los tumores convencionales, el 25% de 

los papilares, el 57,1% de los cromófobos y el 50% de los túbulos colectores 

presentaban al menos una alteración genética de p16 (p=0,56) (Figura 28). 

 

Respecto al grado de diferenciación nuclear, el 63,6% de grado I, el 42,3% de 

grado II y el 44,4% de grado III presentaban alguna alteración (p=0,50) (Figura 29). 
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Según el estadio tumoral de acuerdo con la clasificación TNM, el 54,2% de los 

tumores de estadio I, el 100% de estadio II y el 35,0% de estadio III presentaban 

alteraciones genéticas (p=0,19) (Figura 30). El 54,2% de T1, el 66,7% de  T2 y el 35% 

de T3 tienen alterado el gen (p=0,35). En cuanto a la afectación ganglionar, el 50% de 

los que no estaban afectados presentaban alguna alteración mientras que ninguno de los 

que presentaban afectación ganglionar tenía alterado el gen (p=0,24). El único paciente 

que tenía metástasis a distancia no presentaba alteración y el 47,8% de los que no tenían 

metástasis presentaba al menos una alteración genética del gen. 
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Figura 28. Distribución del porcentaje de presencia de al menos una alteración 
genética en el gen p16 según el tipo histológico. Serie de 48 pacientes con carcinoma 
renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Figura 29. Distribución del porcentaje de la presencia de al menos una alteración 
genética en el gen p16 según el grado de diferenciación. Serie de 48 pacientes con 
carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Figura 30. Distribución del porcentaje de la presencia de al menos una alteración 
genética en el gen  p16 según el estadio tumoral. Serie de 48 pacientes con 
carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Tabla XXI. Prevalencia de la presencia de al menos una alteración genética en el gen 
p16 en relación con los factores pronóstico clásicos. Serie de 48 pacientes con 
carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000).  
 

PREVALENCIA VARIABLE 
 % n 

p 

TIPO HISTOLÓGICO 
Convencional  

Papilar  
Cromófobos 

Túbulos colectores 
Inclasificable 

 
50,0 
25,0 
57,1 
50,0 
0,0 

 
15 
1 
4 
2 
0 

 
0,56 

 
 

GRADO DE DIFERENCIACIÓN 
1 
2 
3 
4 

 
63,6 
42,3 
44,4 
0,0 

 
7 

11 
4 
0 

0,50 
 
 

ESTADIO 
I 
II 
III 
IV 

 
54,2 

100,0 
35,0 
0,0 

 
13 
2 
7 
0 

0,19 
 
 

TAMAÑO TUMORAL (T) 
T1 
T2 
T3 

 
54,2 
66,7 
35,0 

 
13 
2 
7 

0,35 
 

GANGLIOS (N) 
N0 
N1 

 
50,0 
0,0 

 
22 
0 

0,24 
 

METÁSTASIS 
M0 
M1 

 
47,8 
0,0 

 
22 
0 

1,00 
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 Los factores pronóstico clásicos agrupados se han relacionado con la presencia 

de al menos una alteración genética en el gen p16 (Tabla XXII). 

 

 El 25% de los tumores inferiores a 25 mm y el 48,8% de los mayores 

presentaban al menos una alteración del gen (p=0,61).  

 

 Agrupando los tumores según el tipo histológico en dos grupos, el 50% de los 

tumores convencionales presentaban alguna alteración y el 41,2% de los no 

convencionales también (p=0,76).  

 

 Respecto al grado, el 48,6% de los tumores diferenciados (grado 1 y 2) y el 40% 

de los tumores indiferenciados (grado 3 y 4) presentaban alteración (p=0,73). 

 

El 57,7% de los tumores en estadio precoz (estadio I y II) presentaba al menos 

una alteración y también el 33,3% de los tumores en estadio avanzado (III y IV) 

(p=0,14).  
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Tabla XXII. Prevalencia de la presencia de al menos una alteración genética en el gen 
p16 en relación con los factores pronóstico clásicos agrupados. Serie de 48 pacientes 
con carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

PREVALENCIAVARIABLE 
 % n 

O.R. I.C. (95%) p 

TAMAÑO 
<25 
≥25 

 
25,0 
48,8 

 
1 

21 

 
1 

2,85 

 
 

0,28 – 33,33 
0,61 

TIPO HISTOLÓGICO 
Claras 

No claras 

 
50,0 
41,2 

 
15 
7 

 
1,42 

1 
0,42 – 4,76 0,76 

TIPO HISTOLÓGICO 
Papilares 

No papilares 

 
25,0 
30,2 

 
1 

13 

 
1 

1,31 

 
 

0,12 – 14,28 
0,65 

GRADO 
1 y 2 
3 y 4 

 
48,6 
40,0 

 
18 
4 

 
1 

0,70 

 
 

0,17 – 2,91 
0,73 

ESTADIO 
I y II 

III y IV 

 
57,7 
33,3 

 
15 
7 

 
1 

0,37 

 
 

0,11 – 1,21 
0,14 
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4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓNDE LA PROTEÍNA p16  

 

En este estudio hemos analizado la expresión de la proteína p16 en muestras de 

tejido tumoral y no tumoral mediante técnicas de inmunohistoquímica, en un subgrupo 

de 34 pacientes debido a la falta de muestra en los 14 pacientes restantes. Se analizó la 

relación entre la expresión de la proteína p16 con las variables clínico-patológicas y los 

factores pronóstico clásicos. También se analizó la relación que existía entre la 

expresión de la proteína y los mecanismos de inactivación estudiados en el gen p16.  

 

En nuestra serie de 34 pacientes, el 50% (17 pacientes) expresaron la proteína 

p16 (Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA P16

50%

50%

POSITIVO NEGATIVO

 
Figura 31. Porcentaje de expresión de la proteína p16. Serie de 34   pacientes con 
carcinoma renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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A. Relación con las variables clínico-patológicas 

 

Respecto al estudio de la expresión de la proteína p16  con las variables clínico-

patológicas (Tabla XXIII), encontramos que en cuanto al sexo, el 52,2% de los hombres 

y el 45,5% de las mujeres no expresan la proteína (p=1,00). El 50% de los pacientes 

mayores de 61 años y el 50% de los pacientes de 60 años o menos, no expresan p16 

(p=1,00). El 57,1% de los pacientes que presentaban antecedentes familiares de cáncer y 

el 45,5% que no presentaban antecedentes no expresaban la proteína p16 (p=1,00). 

 

El 50% de los tumores sólidos y el 40% de los tumores mixtos no expresaban la 

proteína (p=1,00). El 25% de los tumores no multifocales y el 53,3% de los multifocales 

tenían esta alteración (p=0,6). 
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Tabla XXIII. Prevalencia de la ausencia de expresión de la proteína p16 en relación 
con las variables clínico-patológicas. Serie de 34 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

NO EXPRESAN 
PROTEÍNA p16 VARIABLE 

 % n 
O.R. I.C. (95%) p 

SEXO 
Varón 
Mujer 

 
52,2 
45,5 

 
12 
5 

 
1,31 

1 
0,31 – 5,52 1,00 

EDAD 
> 60 
≤ 60 

 
50,0 
50,0 

 
9 
8 

 
1,00 

1 
0,26-3,85 1,00 

ANTECEDENTES 
FAMILIARES 

Si 
No 

 
 

57,1 
45,5 

 
 

4 
5 

 
 

1,60 
1 

 
 

0,24 – 10,75 
 

1,00 

MASA DEL TUMOR 
Sólida 
Mixta  

 
50,0 
40,0 

 
14 
2 

 
1,50 

1 
0,22 – 10,42 

 
1,00 

 
MULTIFOCALIDAD 

Si 
No 

 
25,0 
53,3 

 
1 

16 

 
0,29 

1 
0,03 – 3,13 

 
0,60 

 

 

 

B. Relación con los factores pronóstico-clásicos 

 

Respecto a la relación de la expresión de la proteína p16 con los factores 

pronóstico clásicos (Tabla XXIV), hemos observado que, en cuanto al tipo histológico, 

el 50% de los tumores convencionales, ningún tumor papilar, el 60% de los cromófobos 

y el 66,7% de los túbulos colectores no expresan la proteína p16 (p=0,46) (Figura 32). 
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El 55,6% de grado 1, el 44,4% de grado 2, el 57,1% de grado 3 y ninguno de 

grado 4 no expresan la proteína (p=0,78) (Figura 33). 

 

En cuanto al estadio tumoral según la clasificación TNM, el 33,3% del estadio I, 

el 100% del estadio II y el 64,3% del estadio III no expresan p16 (p=0,07) (Figura 34). 

El 33,3% de T1, el 100% de T2 y el 64,3% de T3 no expresan la proteína (p=0,07). 

Ningún tumor de los que presentaban afectación ganglionar y el 51,5% de los que no 

estaban afectados presentaban esta alteración (p=1,00). En el único paciente que tenía 

metástasis a distancia no se pudo interpretar la expresión de la proteína y el 50% de los 

que no tenían metástasis si presentaban esta alteración genética. 

 

 
 
Figura 32. Distribución del porcentaje de expresión de la proteína p16 
 según el tipo histológico. Serie de 34 pacientes con carcinoma renal.  
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Figura 33. Distribución del porcentaje de la expresión de la proteína p16  
según el grado de diferenciación. Serie de 34 pacientes con carcinoma  
renal. Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 

 
 

 
Figura 34. Distribución del porcentaje de la expresión de la proteína p16 
 según el estadio tumoral. Serie de 34 pacientes con carcinoma renal.  
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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Tabla XXIV. Prevalencia de la ausencia de expresión de la proteína p16 en relación 
con los factores pronóstico clásicos. Serie de 34 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000).  
 

NO EXPRESAN PROTEÍNA p16 VARIABLE 
 % n 

p 

TIPO HISTOLÓGICO 
Convencional (células claras) 

Papilar 
Cromófobos  

Túbulos colectores 

 
50,0 
0,0 
60,0 
66,7 

 
12 
0 
3 
2 

 
 
 

0,46 
 

GRADO DE DIFERENCIACIÓN 
1 
2 
3 
4 

 
55,6 
44,4 
57,1 
0,0 

 
5 
8 
4 
0 

0,78 
 
 

ESTADIO 
I 
II 
III 
IV 

 
33,3 

100,0 
64,3 
0,0 

 
6 
2 
9 
0 

 
 

0,07 
 

TAMAÑO TUMORAL (T) 
T1 
T2 
T3 

 
33,3 

100,0 
64,3 

 
6 
2 
9 

 
 

0,07 
 

GANGLIOS (N) 
N0 
N1 

 
51,5 
0,0 

 
17 
0 

1,00 
 

METÁSTASIS 
M0 
M1 

 
50,0 
0,0 

 
17 
0 1,00 

 
 
Los factores pronóstico clásicos agrupados se han relacionado con la expresión 

de la proteína p16 (Tabla XXV). 

 

 El 53,1% de los tumores mayores o igual a 25 mm no expresaba la proteína y 

todos los tumores inferiores a 25 mm la expresaban (p=0,48).  
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 El 50% de los tumores convencionales presentaban alteración y el 50,0% de los 

no convencionales no (p=1,00). Todos los tumores papilares expresaban la proteína y el 

53,1% del resto de las histologías no expresaban p16 (p=0,48).  

 

 Respecto al grado, el 48,1% de los tumores diferenciados (grado 1 y 2) y el 

57,1% de los tumores indiferenciados (grado 3 y 4) no expresaban p16 gen (p=1,00). 

 

El 40% de los tumores en estadio precoz (estadio I y II) y el 64,3% de los 

tumores en estadio avanzado (III y IV) no expresan la proteína (p=0,29).  

 

Tabla XXV. Prevalencia de la ausencia de expresión de la proteína p16 en relación con 
los factores pronóstico clásicos agrupados. Serie de 34 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
 

NO EXPRESAN 
PROTEÍNA p16 

VARIABLE 
 

% n 
O.R. I.C. (95%) p 

TAMAÑO 
<25 
≥25 

 
0,0 

53,1 

 
0 

17 

 
1 

2,13 

 
 

Indefinido  
0,48 

TIPO HISTOLÓGICO 
Claras 

No claras 

 
50,0 
50,0 

 
12 
5 

 
1,00 

1 
0,23 – 4,37 1,00 

TIPO HISTOLÓGICO 
Papilar 

No papilar 

 
0,0 

53,1 

 
0 

17 

 
1 

2,32 

 
 

Indefinido 
0,48 

GRADO 
1 y 2 
3 y 4 

 
48,1 
57,1 

 
13 
4 

 
1 

1,44 

 
 

0,27 – 7,68 
1,00 

ESTADIO 
I y II 

III y IV 

 
40,0 
64,3 

 
8 
9 

 
1 

2,70 

 
 

0,65 – 11,09 
0,29 
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C. Relación de la expresión de la proteína con las alteraciones genéticas 

 

Respecto a la relación entre la expresión de la proteína y el mecanismo de 

inactivación de la metilación, de los 17 pacientes que expresan la proteína p16, el 100% 

no tienen el gen p16 metilado.  

 

De los 17 pacientes que no expresan la proteína p16, el 47% (8 pacientes) 

presentan el gen p16 inactivado mediante el mecanismo de metilación y el 53% 

(9 pacientes) no presentan metilación (p= 0,01) (Figura 35).  
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EXPRESIÓN DE p16 y METILACIÓN

NO METILAN
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%

 
Figura 35. Relación de la expresión de la proteína p16 y el mecanismo de la 
metilación. Serie de 34   pacientes con carcinoma renal. Hospital Clínico San 
Carlos de Madrid (1993-2000). 
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 Respecto a la relación de la expresión de la proteína p16 y la existencia de al 

menos una alteración genética en el gen p16, de los 17 pacientes que no expresan 

proteína, el 77% (13 tumores) tienen al menos una de las alteraciones genéticas 

estudiadas y el 23% restante (4 tumores) no presentan ninguna de estas alteraciones  

(p=0,01) (Figura 36). 

 

De los 17 pacientes que expresan la proteína p16, el 69% (11 tumores) no 

presentan ninguna de las alteraciones estudiadas y el 31% (5 tumores) presenta al menos 

una alteración  que corresponde con LOH en 9p21 (p=0,01) (Figura 36). 
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Figura 36. Relación de la expresión de la proteína p16 y la presencia de alguna 
alteración genética del gen p16. Serie de 34 pacientes con carcinoma renal. Hospital 
Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 
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 La relación entre la expresión de la proteína p16 y los mecanismos de 

inactivación del gen se presentan en las Tablas XXVI y XXVII. 

 

Tabla XXVI. Prevalencia de la ausencia de expresión de la proteína p16 en relación 
con los mecanismos de ianctivación del gen. Serie de 34 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000). 

NO EXPRESAN 
PROTEÍNA p16  VARIABLE 

 % n 
O.R. I.C.(95%) p 

LOH 
Si 
No  

 
41 
59 

 
7 

10 

 
0,47 

1 
0,11-2,11 

 
0,46 

 
LOH y/o INESTABILIDAD 

Si 
No 

 
41 
59 

 
7 

10 

 
0,07 

1 

 
0,16-2,72 0,72 

 
METILACIÓN 

Si  
No 

 
47 
53 

 
8 
9 

 
0,07 

1 

 
0,01-0,66 0,01 

 
AL MENOS 1 ALTERACIÓN 

Si  
No 

 
77 
23 

 
13 
4 

 
7,15 

1 

 
1,53-33,37 0,01 

 

 

Tabla XXVII. Prevalencia de la presencia de expresión de la proteína p16 en relación 
con los mecanismos de inactivación del gen. Serie de 34 pacientes con carcinoma renal. 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid (1993-2000).  

EXPRESAN 
PROTEÍNA p16 VARIABLE 

 % n 
O.R. I.C.(95%) p 

LOH 
Si 
No  

 
25 
75 

 
4 

12 

 
0,47 

1 
0,11-2,11 

 
0,46 

 
LOH y/o INESTABILIDAD 

Si 
No 

 
31 
69 

 
5 

11 

 
0,07 

1 

 
0,16-2,72 0,72 

 
METILACIÓN 

Si  
No 

 
0 

100 

 
0 

17 

 
0,07 

1 

 
0,01-0,66 0,01 

 
AL MENOS 1 ALTERACIÓN 

Si  
No 

 
31 
69 

 
4 

13 

 
1 

7,15 

 
 

1,53-33,37 
0,01 
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EVOLUCIÓN POSTOPERATORIA DE LOS PACIENTES CON 

CARCINOMA RENAL. ANÁLISIS DE LA INFLUENCIA 

PRONÓSTICA: SUPERVIVENCIA 

  

1. SUPERVIVENCIA GLOBAL 

 

La Supervivencia Global (SG) de los pacientes diagnosticados de carcinoma 

renal fue estudiada mediante el método de Kaplan  Meyer, y la comparación entre 

curvas de probabilidad se realizó mediante el test de Breslow. La SG fue calculada 

como el tiempo transcurrido entre la fecha de la cirugía y la del fallecimiento. 

 

 De los 48 pacientes, fallecieron 2 pacientes como consecuencia del carcinoma 

renal en el transcurso de su seguimiento. La mediana del tiempo de seguimiento fue de 

42 meses. En nuestra población la S.G. al año fue del 97,9% y a los 3,5 años del 95,7% 

(Figura 37).  

 

 Uno de ellos es varón, de 52 años de edad, sin antecedentes familiares de cáncer. 

El diagnóstico del cáncer fue sintomático. La masa del tumor es sólida de 50 mm 

tamaño y no presenta multifocalidad. El tumor según el tipo histológico es inclasificable 

y el grado de diferenciación 4. Según el TNM, es T3c, tiene afectación ganglionar y 

metástasis a distancia (estadio tumoral IV). Presenta recidiva local y adenopatías 
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paraaórticas a los dos meses y fallece a los 4 meses de la cirugía. El tumor no presenta 

ninguna alteración genética. 

 

 El otro paciente es una mujer de 57 años de edad, sin antecedentes familiares de 

cáncer. El diagnóstico del cáncer fue sintomático. La masa del tumor es sólida de 95 

mm tamaño y no presenta multifocalidad. El tumor es de túbulos colectores (túbulos de 

Bellini) y grado de diferenciación 3. Según el TNM, es T3b, no tiene afectación 

ganglionar ni metástasis a distancia (estadio tumoral III). Presenta recidiva a los 5 meses 

de la cirugía y 4 meses más tarde metástasis óseas y cerebrales falleciendo 1 año 

después de la cirugía. El tumor no presenta ninguna alteración genética. 
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Figura 37. Curva de SG acumulada de los pacientes con carcinoma renal. Serie de 48 
pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San Carlos (1993-2000). 
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EVOLUCIÓN POSTOPERATORIA DE LOS PACIENTES CON 

CARCINOMA RENAL. ANÁLISIS DE LA INFLUENCIA 

PRONÓSTICA: SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD 

 

1. SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD 

 

La Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) de los pacientes diagnosticados de 

carcinoma renal fue estudiada mediante el método de Kaplan Meyer, y la comparación 

entre curvas de probabilidad se realizó mediante el test de Breslow.  

 

La mediana del tiempo de seguimiento fue de 42 meses (3,5 años). En nuestra 

población el porcentaje acumulado de pacientes libre de enfermedad al año fue del 

93,4% y a los 3,5 años del 89,5%. De los 47 pacientes con cáncer renal, el 16,2% (4 

pacientes) presentaron recidiva (Figura 38).  
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Figura 38. Curva de supervivencia acumulada libre de enfermedad. Serie de 48 
pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San Carlos (1993-2000). 
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2. ANÁLISIS UNIVARIANTE DE LA PROBABILIDAD ACUMULADA DE 

RECIDIVA DE LOS PACIENTES CON CÁNCER RENAL EN RELACIÓN CON 

LAS VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS Y CON LOS FACTORES 

PRONÓSTICO CLÁSICOS 

 

 Para el análisis de la SLE se estudió la relación de las variables clínico-

patológicas y los factores pronóstico clásicos con la SLE de los pacientes. 

 

 En la Tabla XXVIII se muestra el número de pacientes con cáncer renal para 

cada una de las variables clínico-patológicas estudiadas (sexo, edad, antecedentes 

familiares de cáncer). 

 

La Tabla XXIX  presenta el mismo análisis realizado con los factores pronóstico 

clásicos (tipo histológico, grado de diferenciación, estadio, tamaño tumoral, afectación 

ganglionar...). 
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Tabla XXVIII. Análisis univariante de la SLE en relación con las variables clínico-
patológicas. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San Carlos (1993-
2000). 
 

Probabilidad acumulada (%) 
Variable Nº Recidivas

12 24 36 42 
R.R. IC (95%) p 

SEXO 
Varón 
Mujer 

 
32 
15 

 
2 
2 

 
100 

86,67 

 
96,67 
86,67  

 
96,67 
86,67 

 
91,30 
86,67 

 
0,42 

1 

 
 

(0,06 –3,01) 

 
0,39

EDAD 
> 60 
≤ 60 

 
25 
22 

 
3 
1 

 
95,83 
95,45 

 
91,48 
95,45 

 
91,48 
95,45 

 
84,44 
95,45 

 
1 

0,37 

 
 

(0,04 – 3,57) 

 
0,36

A.  FAMILIARES 
Si  
No 

 
8 
17 

 
1 
1 

 
87,50 
100 

 
87,50 
100 

 
87,50 
100 

 
87,50 
91,67 

 
2,91 

1 
(0,17 – 48,26)  

0,46

MASA DEL TUMOR  
Sólida 
Mixta  

 
33 
12 

 
3 
1 

 
93,75 
100 

 
93,75 
100 

 
93,75 
91,67 

 
87,05 
91,67 

 
1,35 

1 
(0,14 – 13,08)  

0,79

MULTIFOCALIDAD 
Si 
No 

 
8 
39 

 
0 
4 

 
100 

94,74 

 
100 

92,03 

 
100 

92,03 

 
100 

86,62 

 
0,03 

1 

 
 

(0 – 1139) 

 
0,18

 
R.R.: Razón de tasas de recidivar  
I.C. (95%): Intervalo de Confianza del 95% 
p: significación estadística  
 
 
Ninguna de las variables clínico-patológicas presentó significado pronóstico en la SLE. 
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Tabla XXIX. Análisis univariante de la SLE en relación con los factores pronóstico 
clásicos. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San Carlos (1993-
2000). 
 

Probabilidad acumulada (%) Variables Casos Recidivas 
12 24 36 42 

p 

TIPO HISTOLÓGICO 
Convencional  
Cromófobas 

Papilar 
Túbulos colectores 

Inclasificable 

 
31 
7 
4 
4 
1 

 
3 
0 
0 
1 
0 

 
96,67 
100 
100 

75,00 
100 

 
93,21 
100 
100 

75,00 
100 

 
93,21 
100 
100 

75,00 
100 

 
86,04 
100 
100 

75,00 
100 

 
 

0,44 

TIPO HISTOLÓGICO 
Claras 

No Claras 

 
31 
16 

 
3 
1 

 
96,67 
93,75 

 
93,21 
93,75 

 
93,21 
93,75 

 
86,04 
93,75 

0,89 

GRADO DE DIFEREN. 
I 
2 
3 
4 

 
11 
27 
9 
0 

0 
1 
3 

100 
100 

77,78 

100 
100 

64,81 

100 
100 

64,81 

100 
94,44 
64,81 

 
0,02 

GRADO DE DIFEREN. 
1 y 2 

3  

 
38 
9 

 
1 
3 

 
100 

77,78 

 
100 

64,81 

 
100 

64,81 

 
95,24 
64,81 

 
0,008

ESTADIO 
I 
II 
III 
IV 

 
25 
2 

20 
0 

 
0 
0 
4 

 
100 
100 

89,47 

 
100 
100 

83,88 

 
100 
100 

83,88 

 
100 
100 

76,25 

 
 

0,03 

ESTADIO 
I y II 
III  

 
27 
20 

 
0 
4 

 
100 

89,47 

 
100 

83,88 

 
100 

83,88 

 
100 

76,26 

 
0,008

TAMAÑO TUMORAL (T) 
 T1 
T2 
T3 

 
25 
3 

19 

 
0 
0 
4 

 
100 
100 

88,89 

 
100 
100 

82,96 

 
100 
100 

82,96 

 
100 
100 

74,67 

 
0,02 

TAMAÑO 
<25 mm 
≥ 25 mm 

 
4 

43 

 
0 
4 

 
100 

95,24 

 
100 

92,80 

 
100 

92,80 

 
100 

88,58 

 
0,40 

GANGLIOS (N) 
N0 
N1 

 
45 
2 

 
4 
0 

 
95,45 
100 

 
93,13 
100 

 
93,13 
100 

 
89,08 
100 

 
0,56 
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Los factores pronóstico clásicos que presentaron significado pronóstico fueron el 

grado de diferenciación nuclear (p=0,008), el estadio tumoral (p=0,008) y el tamaño 

tumoral (T) (p=0,02).  

 

Los pacientes con tumores indiferenciados (grados 3) presentan un riesgo 16 

veces mayor de recidivar que los pacientes que tienen tumores bien diferenciados 

(grados 1 y 2) (p=0,008) (Figura 39). 

 

Al agrupar los pacientes según el estadio tumoral en dos grupos, los pacientes de  

estadios avanzados tienen un riesgo de recidivar 100 veces superior a los pacientes de 

estadios precoces (p=0,008) (Figura 40). 

 

Con respecto al tamaño tumoral según la clasificación TNM, los pacientes con 

tumores T3 tiene un riesgo 118  veces superior de recidivar que aquellos con tumores 

T1 y T2 (p=0,02) (Figura 41). 
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Figura 39. Curva de supervivencia acumulada libre de enfermedad según el grado de 
diferenciación nuclear. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San 
Carlos (1993-2000). 
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Figura 40. Curva de supervivencia acumulada libre de enfermedad según el estadio 
tumoral. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San Carlos (1993-
2000). 
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Figura 41. Curva de supervivencia acumulada libre de enfermedad según el tamaño 
tumoral (T). Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San Carlos 
(1993-2000). 
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3. ANÁLISIS UNIVARIANTE DE LA PROBABILIDAD ACUMULADA DE 

RECIDIVA DE LOS PACIENTES CON CÁNCER RENAL EN RELACIÓN CON 

LOS NUEVOS FACTORES PRONÓSTICO 

 

 Hemos estudiado sí cada una de las variables LOH, LOH y/o inestabilidad en 

9p21, metilación del gen p16, la presencia de al menos una alteración genética y la 

expresión de la proteína p16 tienen relación con la SLE  de los pacientes. 

 

 En la Tabla XXX queda reflejado el número de los pacientes con cáncer renal 

para cada una de las variables considerada como nuevo factor pronóstico. 

 

La SLE de los pacientes que presentaban LOH en el locus 9p21 fue del 90,9% a 

los 3,5 años. En los pacientes que no presentaban LOH fue del 88,8% a los 3,5 años. 

 

Los pacientes que presentaban LOH y/o inestabilidad cromosómica en el locus 

9p21 tenían una SLE del 92,3% a los 3,5 años. Los pacientes que no tenían esta 

alteración presentaban una S.L.E. del 88,1% a los 3,5años. 

 

 Los pacientes que presentaban metilación del promotor del gen p16 tenían una 

SLE del 90,9% a los 3,5 años. Aquellos pacientes que no presentaban esta alteración 

tenían una SLE del 89,3% a los 3,5 años. 
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La SLE a los 3,5 años de los pacientes que presentaban al menos una alteración 

genética fue del 89,5%, y del 89,9% en los pacientes que no presentaban ninguna 

alteración genética. 

 

Los pacientes que no expresaban la proteína p16 tenían una SLE del 78,1% a los 

3,5 años. Aquellos pacientes que no presentaban esta alteración tenían una S.L.E. del 

94,1% a los 3,5 años. 

 

Como se puede observar en la tabla XXX, ninguna de las variables considerada 

como nuevo factor pronóstico presentaba significado pronóstico. Sin embargo, 

mostraron una ligera tendencia a recidivar aquellos pacientes que presentaban una 

alteración del gen o no expresaban la proteína p16. Los pacientes que presentaban LOH 

o metilación tenían un RR de recidivar de 1,02 y 1,07 veces más (p=0,98 p=0,95), 

respectivamente. La tendencia es más acusada en los pacientes que presentan al menos 

una de las alteraciones genéticas; estos pacientes tienen un RR de presentar una recidiva 

de 1,45 veces más que los que no tienen ninguna alteración (p= 0,87).  Sólo en el caso 

de presentar LOH y/o inestabilidad, los pacientes que presentan esta alteración tienen un 

RR de presentar recidiva del 0,81 frente a los que no presentan alguna de estas 

alteraciones (p=0,85) (Figuras 42, 43, 44 y 45).  
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En el caso de la expresión de la proteína, los pacientes que no expresan p16 

tienen un riesgo de recidivar de 2,04 veces más que los que expresan proteína (p=0,55) 

(Figura 46). 

 

 

Tabla XXX. Análisis univariante de la SLE en relación con los nuevos factores 
pronóstico. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San Carlos (1993-
2000). 
 

Probabilidad acumulada (%) 
Variable Casos Recidivas

12 24 36 42 
R.R. IC (95%) p 

LOH 
Si 
No 

 
12 
34 

 
1 
3 

 
90,91 
97,06 

 
90,91 
94,03 

 
90,91 
94,03 

 
90,91 
88,80 

 
1,02 

1 

 
(0,11 – 9,84) 

 
0,98

LOH y/o 
INESTABILIDAD 

Si  
No  

 
 

14 
32 

 
 
1 
3 

 
 

92,31 
96,88 

 
 

92,31 
93,65 

 
 

92,31 
93,65 

 
 

92,31 
88,14 

 
 

0,81 
1 

 
 

(0,08 – 7,83) 

 
 

0,85

METILACIÓN 
Si 
No  

 
11 
36 

 
1 
3 

 
100 

94,29 

 
90,91 
94,29 

 
90,91 
94,29 

 
90,91 
89,32 

 
1,07 

1 

 
(0,11 – 10,34) 

 
0,95

AL MENOS UNA 
ALTERACIÓN 

Si 
No   

 
 

20 
27 

 
 
2 
2 

 
 

94,74 
96,30 

 
 

89,47 
96,30 

 
 

89,47 
96,30 

 
 

89,47 
89,88 

 
 

1,45 
1 

 
 

(0,20 – 11,11) 

 
 

0,70

EXPRESIÓN DE p16 
Si  
No  

 
17 
17 

 
1 
2 

 
94,12 
93,75 

 
94,12 
93,75 

 
94,12 
93,75 

 
94,12 
78,13 

 
1 

2,04 

 
 

(0,04-5,40) 

 
0,55

R.R.: Riesgo Relativo de recidivar  
I.C. (95%): Intervalo de Confianza del 95% 
p: significación estadística  
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Figura 42. Curva de supervivencia acumulada libre de enfermedad según la presencia 
de LOH en el locus 9p21. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico San 
Carlos (1993-2000). 
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Figura 43. Curva de supervivencia acumulada libre de enfermedad según la presencia 
de LOH  y/o Inestabilidad en el locus 9p21. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. 
Hospital Clínico San Carlos (1993-2000). 
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Figura 44. Curva de supervivencia acumulada libre de enfermedad según la presencia 
de metilación en el gen p16. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital Clínico 
San Carlos (1993-2000). 
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Figura 45. Curva de supervivencia acumulada libre de enfermedad según la presencia 
de al menos una alteración genética. Serie de 48 pacientes con cáncer renal. Hospital 
Clínico San Carlos (1993-2000). 

p=0,87 

Pr
ob

ab
ili

da
d 

ac
um

ul
ad

a 
de

 la
 S

L
E

 

 
 NO 
  

SI 

Tiempo (Meses) 

 

 160



Tesis: Alteración del gen supresor p16 en el carcinoma renal. Victoria del Barco             RESULTADOS 

 
 

 

 

p = 0,55

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 46. Curva de supervivencia acumulada libre de enfe
de expresión de la proteína p16. Serie de 34 pacientes c
Clínico San Carlos (1993-2000). 
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4. ANÁLISIS ESTRATIFICADO DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE 

ENFERMEDAD 

 

 Cuando se estratificó para estudiar el efecto de cada variable según el sexo, la 

edad, el tipo histológico, el grado de diferenciación, el estadio y el tamaño tumoral 

agrupados en estratos o categorías de la variable, se observó que ninguno de estos 

factores tenía significación sobre las variables consideradas como nuevos factores 

pronóstico (Tabla XXXI).  

 

Se aprecia que la metilación puede ser un factor pronóstico en los pacientes 

mayores de 60 años (p= 0,04) pero no en los menores o igual a 60 años (p=0,41). La 

edad es un factor que produce interacción en la variable metilación, de tal forma que, 

eliminando el efecto que la edad ejerce en el riesgo de recidivar, se observa que los 

pacientes con tumores metilados tenían un riesgo de recidivar 2,16 veces más respecto a 

los que no metilan (p=0,57), mientras que dependiendo de la edad el riesgo de recidivar 

era 1,07. 
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Tabla XXXI. Nivel de significación en el estudio de la LOH, LOH y/o inestabilidad, 
p16 metilada  y presencia de al menos una alteración según los factores pronóstico 
considerados. 
 

Variable LOH LOH y/o 
INESTABILIDAD METILACIÓN AL MENOS UNA 

ALTERACIÓN 
SEXO 
Varón 
Mujer  

 
0,47 
0,68 

 
0,39 
0,68 

 
0,24 
0,47 

 
0,72 
0,84 

EDAD 
> 60 

<= 60 

 
0,61 
0,63 

 
0,76 
0,57 

 
0,04 
0,41 

 
0,13 
0,24 

HISTOLOGÍA 
Claras 

No Claras 

 
0,59 
0,63 

0,80 
0,63 

0,38 
0,50 

0,25 
0,38 

GRADO 
1 y 2 

3 

 
0,53 
0,59 

 
0,48 
0,59 

 
0,58 
1,00 

 
0,34 
0,65 

ESTADIO 
I y II 

III y IV 

 
1,00 
0,70 

 
1,00 
0,70 

 
1,00 
0,88 

 
1,00 
0,35 

TAMAÑO (T) 
T1 y T2 

T3 

 
1,00 
0,75 

 
1,00 
0,75 

 
1,00 
0,94 

 
1,00 
0,40 
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5. ANÁLISIS MULTIVARIANTE DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE 

ENFERMEDAD 

 

 Al realizar el análisis multivariante, únicamente el grado de diferenciación 

presentó significado pronóstico independiente en la SLE.  

 

 El grado de diferenciación es un factor que produce confusión en la variable 

metilación. Eliminando el efecto que el grado ejerce en el riesgo de recidivar (los 

pacientes con tumores de grado 3 tienen mayor riesgo de recidivar que los de grado 1 y 

2) y realizando una media ponderada entre los riesgos relativos, se observa que los 

pacientes con tumores metilados tienen un riesgo de recidivar 16,24 veces más respecto 

a los que no metilan con un IC (95%) entre 1,68-158, (p=0,01), mientras que sin 

eliminar el efecto del grado, el riesgo de recidivar de los tumores metilados frente a los 

no metilados era de 1,07.  
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 El cáncer constituye la segunda causa de mortalidad en los países desarrollados, 

en los que una de cada cinco personas fallece debido a esta enfermedad. Aunque se 

encuentra detrás de las enfermedades cardiovasculares en cuanto al número total de 

muertes, el cáncer ocupa el primer lugar si se tiene en cuenta las muertes prematuras, 

tomando como indicador los años de vida perdidos. El aumento paralelo de la 

incidencia del cáncer, con respecto a la esperanza de vida de la población, explica el 

interés médico y social de esta enfermedad. 

 

 Actualmente no disponemos de tratamientos eficaces contra el cáncer debido 

básicamente a un conocimiento insuficiente de los mecanismos biológicos que causan la 

aparición y progresión de la enfermedad. Aunque en las últimas décadas se ha avanzado 

enormemente en el desciframiento de las bases moleculares y celulares del cáncer y se 

ha progresado en su tratamiento clínico, no parece inminente el control definitivo de 

esta enfermedad.  

 

 En los últimos años, la investigación se ha centrado en la identificación de 

factores pronóstico que sirvan de ayuda en el tratamiento y seguimiento de los pacientes 

de una forma más individualizada. Hasta el momento, las decisiones terapéuticas se han 

basado en parámetros clínicos e histopatológicos clásicos, los cuales no resultan lo 

suficientemente sensibles y específicos. Pacientes con el mismo estado TNM pueden 

presentar evoluciones diferentes, debido probablemente a las diferentes características 

moleculares que presentan los tumores. De aquí surge la necesidad de disponer de 
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nuevos factores pronóstico biológicos. El conocimiento del comportamiento biológico 

de esta enfermedad es primordial para conocer la evolución de la enfermedad, así como 

para conseguir una terapia eficaz.  

 

 El cáncer es una enfermedad causada por la alteración de genes implicados en la 

proliferación y diferenciación celular, que da lugar a que la célula se multiplique sin 

control. El comportamiento del tumor es el reflejo de las anomalías genéticas presentes 

en él. En la incidencia del cáncer desempeñan un papel fundamental dos clases de genes 

implicados en diversas funciones dentro del control normal del ciclo celular, incluidas la 

proliferación, la estabilidad genómica, la apoptosis y la diferenciación celular. Los 

protooncogenes activan el crecimiento, mientras que los genes supresores lo inhiben. 

Cuando mutan, los protooncogenes pueden convertirse en oncogenes capaces de dirigir 

una multiplicación desenfrenada. Las mutaciones pueden hacer que el oncogén 

produzca un exceso de proteína estimuladora del crecimiento, o una forma hiperactiva 

de ésta. Los genes supresores de tumores, por el contrario, contribuyen al desarrollo del 

cáncer cuando las mutaciones lo anulan funcionalmente. La falta de proteína supresora 

funcional priva a la célula del freno que impide el crecimiento desmesurado. 

 

 En la célula, para que se produzca la pérdida del control de crecimiento tienen 

que perderse o inactivarse los dos alelos del gen supresor de tumores (genes recesivos), 

mientras que la mutación de una sola copia del oncogén es suficiente para producir el 

mismo efecto. 
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 Actualmente, sabemos que se requiere la activación conjunta de varios 

oncogenes y la inactivación de, por lo menos, un gen supresor en el mecanismo de la 

tumorogénesis. El número de alteraciones genéticas necesarias se desconoce, aunque se 

ha descrito que debe haber, al menos cinco. Hay que destacar la gran heterogeneidad 

molecular y fenotípica que se observa en la mayoría de los tumores, lo que se debe a las 

diferentes alteraciones oncogénicas que se van acumulando en las diferentes etapas de la 

carcinogénesis. Aunque estas alteraciones genéticas aparecen algunas veces en la línea 

germinal, como sucede en los síndromes familiares con predisposición al cáncer, estas 

mutaciones hereditarias son una excepción. 

 

 En el carcinoma renal se han observado múltiples alteraciones genéticas. El 

estudio de la LOH en diferentes cromosomas de estos tumores indica su origen 

poligénico, es decir, son necesarias múltiples alteraciones genéticas para que se 

desarrolle el tumor renal (103, 151). La LOH en los cromosomas 3p, 6q, 8p, 9pq y 14q 

está asociada a los carcinomas renales no papilares. La LOH en 3p es la más frecuente 

(95%) y está asociada a deleciones en locus  de 6q, 8p o 14q. En el caso de los tumores 

papilares, la LOH más frecuente se asocia a los cromosomas 6pq, 9p, 11q, 14q y 21q. 

Así como se ha asociado la pérdida de material genético en 3p y 8p con tumores no 

papilares y pérdidas en 11q y 21q con tumores papilares, no se pueden asociar pérdidas 

específicas en otro tipo de tumores renales (103). Existe la posibilidad de que existan 

genes supresores de tumor en los cromosomas 6q, 9p y 14q que pueden estar implicados 

en el desarrollo y/o progresión del carcinoma renal (103). En el brazo corto del 
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cromosoma 9 se encuentra el gen p16, cuya inactivación se ha asociado a numerosos 

tumores humanos. 

 

 En este trabajo hemos estudiado el gen p16; es un gen supresor implicado en el 

desarrollo del carcinoma renal y es uno de los nuevos factores pronóstico que debe ser 

estudiado según la Union Internationale Contre le Cancer (91). Numerosos estudios han 

demostrado que alteraciones en el gen p16 están asociadas a tumores humanos como el 

melanoma, vejiga, glioma, mesotelioma, esófago, cabeza y cuello, páncreas, pulmón...  

La proteína p16, codificada por el gen p16, está implicada en la vía p16/CDK4-

6/Ciclina D1/pRB y regula el ciclo celular en el punto de control de la fase G1. Cerca 

del 100% de los tumores primarios de pulmón, esófago, cabeza y cuello, tienen una 

alteración genética en al menos uno de los componentes de esta vía (109). 
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ALTERACIONES GENÉTICAS EN EL GEN p16. RELACIÓN CON LAS 

VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS Y CON LOS FACTORES 

PRONÓSTICO CLÁSICOS 

 

Desde el descubrimiento del gen p16 por Serrano et al (110) se han publicado en 

los últimos años numerosos trabajos relacionados con las alteraciones genéticas más 

frecuentes del gen p16 en diferentes líneas celulares derivadas de tumores humanos  y 

en tumores primarios. 

 

 En las primeras publicaciones, dos grupos de investigación diferentes 

identificaron una alta frecuencia de deleciones homocigotas en 9p21 en líneas celulares 

derivadas de numerosos tumores humanos (104, 105). Aunque la frecuencia de esta 

alteración era elevada; sin embargo, se encontraron diferencias significativas en 

estudios realizados en tumores primarios, donde la deleción homocigota no era tan 

frecuente (106, 125, 127, 152-154). Por ejemplo, en los estudios en líneas celulares de 

tumores de mama, el rango de deleciones homocigotas se encontraba entre el 40-60%; 

sin embargo, ninguna deleción homocigota y ninguna mutación fueron observadas en 

tumores primarios de mama (105, 146, 154). Algunos carcinomas como el de colon y 

próstata no presentan deleciones homocigotas de p16 ni en las líneas celulares (105, 

122, 146, 152) ni en los tumores primarios (146). 

 

 En un principio, se pensó que uno de los mecanismos más frecuentes de 
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inactivación del gen eran las mutaciones; sin embargo, distintos autores (106, 152) 

demostraron que las mutaciones en p16 no eran un hecho frecuente en tumores como el 

de pulmón, vejiga, cabeza y cuello, riñón, mama, cerebro, colon y ovario. Sin embargo, 

en otro tipo de tumores como el melanoma, el carcinoma de células escamosas de 

esófago y el carcinoma de páncreas, las mutaciones de este gen sí eran un hecho 

frecuente (127, 131,133).  

 

 Otro de los mecanismos de inactivación del gen p16 es la metilación de su 

promotor. La metilación de las regiones 5´ o de las regiones de dinucleótidos CG 

llamadas CpG es un mecanismo muy importante en la represión transcripcional (135). 

Durante los últimos 15-20 años se han observado patrones anormales en la metilación 

del DNA como un cambio molecular más en las neoplasias. La metilación de algunos 

genes juega un papel muy importante en la tumorogénesis como mecanismo de 

inactivación génica. Se ha demostrado que el bloqueo transcripcional de genes mediante 

la metilación de las islas CpG es un mecanismo alternativo de inactivación y se ha 

descrito en genes como el gen de Von Hippel-Lindau, el gen del retinoblastoma, p15 y 

p16 (142). Algunos carcinomas de células renales muestran metilación de las islas 

5´CpG del gen VHL (19%) y algunos retinoblastomas presentan metilación de novo en 

el gen Rb (101, 143). La metilación del gen p16 ha sido identificada y asociada con un 

bloqueo transcripcional  en carcinomas como el de vejiga, pulmón no microcítico, 

glioma, células escamosas de cabeza y cuello, cerebro, mama, colon, próstata, esófago y 

carcinoma renal (130, 131, 134, 144-147). La incidencia de la metilación en diferentes 
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tumores varía desde un 20 a un 67%, siendo incluso mayor en los cultivos celulares de 

los mismos tipos de tumor; donde, por ejemplo, el 90% de las células de cáncer de 

colon tienen el gen p16 metilado. 

 

 En nuestro trabajo nos hemos centrado fundamentalmente en el estudio de las 

alteraciones genéticas más frecuentes descritas en el gen p16 (LOH y metilación) y en el 

estudio de la expresión de la proteína p16 codificada por este gen.  

 

 El 25% de nuestra serie de pacientes presentó LOH en 9p21. En la literatura 

encontramos muy pocos trabajos que estudien la LOH en 9p21 en tumores renales, pero 

los porcentajes de LOH coinciden con los resultados obtenidos por nuestro grupo de 

trabajo. El primer trabajo publicado sobre la LOH en diferentes locus del cromosoma 9 

y sobre deleciones homocigotas en la región 9p21-22 en carcinoma primario de células 

renales fue realizado por el grupo de Cairns et al en 1995 (155). Se estudiaron 18 

marcadores de microsatélites en 42 tumores renales en los que el 33% (14/42) 

presentaban deleciones del cromosoma 9. De estos 14 tumores, 12 presentaban LOH en 

la región 9p21-22, por lo tanto la LOH era del 28%, coincidiendo con nuestros 

resultados. En un estudio realizado el mismo año por Thrash-Bingham et al (151) en 

líneas celulares procedentes de tumores renales, la LOH en 9p era del 21% (5/24), de 

los cuales 3 tumores eran no papilares y 2 eran papilares.   

 

 En nuestro trabajo no hemos encontrado ninguna deleción homocigota. Aunque 
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hay publicaciones en la literatura que describen las deleciones homocigotas en 9p21, la 

mayoría de ellas se refieren a líneas celulares. Como hemos comentado anteriormente, 

los resultados obtenidos en las líneas celulares no se pueden comparar con los tumores 

primarios ya que la frecuencia de las alteraciones en las líneas suele ser bastante 

superior (158). El porcentaje de deleciones homocigotas que presentaban las líneas 

celulares derivadas de tumores renales en las primeras publicaciones (105) era del 56%, 

coincidiendo con un estudio realizado posteriormente por Herman et al (146), donde el 

porcentaje de deleciones homocigotas en líneas celulares de cáncer renal era del 50% 

(13/26). El grupo de Kinoshita et al (158) realizó un trabajo en líneas celulares y 

tumores primarios de riñón, y encontraron que 9 de 10 líneas celulares presentaban 

deleciones homocigotas en el gen p16, y, sin embargo, sólo 1 de 55 tumores renales 

presentaba esta alteración. En el trabajo de Cairns et al (155) sólo se encontró una 

deleción homocigota y ninguna mutación del gen p16 en 42 tumores renales primarios. 

Recientemente, el grupo de Schraml et al (159) no ha detectado ninguna deleción 

homocigota en una serie de 113 tumores renales de células claras. En el caso del cáncer 

de células transicionales de vejiga tampoco se han detectado deleciones homocigotas ni 

mutaciones según varios estudios realizados en tumores primarios  (106, 145, 153). En 

los estudios en líneas celulares de tumores de mama, el rango de deleciones 

homocigotas se encontraba entre el 40-60%, sin embargo, ninguna deleción homocigota 

y ninguna mutación fue observada en tumores primarios de mama (105, 146, 154). 

 

 Al igual que en la mayoría de los trabajos publicados en tumores renales y en 
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otro tipo de tumores, no hemos observado relación entre la LOH  y las variables clínico 

patológicas y los factores pronóstico clásicos (grado y estadio). En nuestra serie de 

pacientes, la LOH aunque no es significativo estadísticamente, tiene tendencia a 

relacionarse con los estadios precoces y con los grados bien diferenciados. Los tumores 

más diferenciados tienen más LOH que los menos diferenciados (27% y 20%, 

respectivamente), y los estadios precoces también presentan mayor porcentaje de LOH 

que los tumores de estadio avanzado (27% y 24%, respectivamente). En el estudio que 

Thrash-Bingham et al realizaron en líneas celulares procedentes de tumores renales, la 

LOH  no se relacionó con el grado de diferenciación y el estadio (103). Cairns et al 

(155) tampoco encontraron relación entre la LOH y los factores pronóstico clásicos 

como el grado y el estadio, en tumores primarios. En el trabajo realizado por el grupo de 

Schullerus (156) se relacionó una mayor frecuencia de LOH en 9p21 con tumores 

menos diferenciados en cánceres no papilares. Según Kinoshita et al (158), las 

deleciones en 9p21-22 son un hecho relativamente tardío en tumores renales y se 

asocian a metástasis, el 50% de los tumores metastásicos presentaban LOH frente al 

13% de los no metastásicos (p=0,025). En nuestra serie de pacientes, el 30% de los 

tumores de células claras (tipo histológico que presenta mayor porcentaje de LOH) y el 

25% de los túbulos colectores presentaban LOH en 9p21. Según Fogt et al (160), la 

LOH en p16 es del 33% en el carcinoma de células claras, coincidiendo con nuestros 

resultados,  y los porcentajes en el carcinoma de túbulos colectores es superior (50%). 

En nuestro estudio, todos los tipos histológicos presentaban LOH en 9p21, lo cual 

indica, que p16 es un gen supresor que se asocia a cualquier tipo histológico como 
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sugieren los trabajos realizados por Thrash-Bingham et al (103, 151), a diferencia de 

otros genes supresores como los que se encuentran en 3p y 8p, que se asocian a tumores 

no papilares y en 11q y 21q que se asocian a tumores papilares. En nuestro trabajo, el 

25,6 % de los tumores no papilares presentaron LOH en 9p21 coincidiendo con el 

trabajo publicado por el grupo de Schullerus (156) que realizó un estudio en 105 

carcinomas renales no papilares y la LOH obtenida en 9p21 fue del 33%. En un estudio 

posterior realizado por Schraml et al (157) en 37 carcinomas renales papilares, la LOH 

fue del 5% en el mismo locus a diferencia de nuestros resultados que eran de un 25%. 

 

 En el caso de otro tipo de tumores existe una gran controversia al relacionar la 

LOH con los factores pronóstico clásicos. En general, la LOH se asocia a estadios 

precoces del tumor y se considera un evento temprano. En el trabajo publicado por 

González et al (161) sobre la LOH en 9p21 en tumores primarios de cabeza y cuello, la 

incidencia de LOH es del 75% y se asocia a estadios precoces, aunque este dato no es 

significativo, sin embargo, en el estudio de Jares et al (162), la LOH en 9p21 (57%) se 

relaciona con estadios avanzados, afectación ganglionar y metástasis. 

 

 En nuestra serie de pacientes, el 23% presenta metilación del promotor del gen 

p16. En la literatura no hemos encontrado ningún trabajo publicado que estudie el 

estado de metilación del gen p16 en tumores renales primarios. En el trabajo de Herman 

et al (146), el 23% (6/23) de las líneas celulares de cáncer renal presentaban el gen p16 

hipermetilado, coincidiendo con nuestros resultados. Aunque realizaron estudios en 
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tumores primarios renales, la estadística no fue publicada. Así como en las deleciones 

homocigotas y en las mutaciones no se podía comparar los resultados obtenidos de las 

líneas celulares con los de los tumores, en el caso de la metilación las coincidencias son 

mayores. En el trabajo de Herman et al (146), el porcentaje de metilación en líneas 

celulares de tumores de mama y tumores primarios de mama coincide (33% y 31%, 

respectivamente). En el caso de tumores de vejiga, el porcentaje de metilación en líneas 

celulares coincide con el de en tumores primarios en un  67% según publican Gonzalez-

Zulueta et al (145). La inactivación de p16 mediante el mecanismo de metilación se ha 

asociado a diferentes tumores y el porcentaje de metilación del gen varía de unos a 

otros, según el tipo de tumor. Los tumores gástricos presentan un elevado porcentaje de 

metilación (87%) (164). Otros tumores como los tumores de vejiga (67%), colon y 

esófago (40%), hepáticos y pulmón no microcítico (35%, 34%) (145, 146, 165, 166, 

167, 142) también presentan porcentajes elevados de metilación. La metilación es 

menos frecuente en tumores nasofarígeos  y cabeza y cuello (22%), melanomas (10%), 

laringe (7%) y endometrio (0,7%) (168, 169, 170, 162, 171). 

 

 Al evaluar la inactivación del gen mediante el mecanismo de la metilación, el 

porcentaje de metilación varía dentro del mismo tipo de tumor según la técnica 

empleada. Frente a métodos que utilizan enzimas de restricción sensibles a la 

metilación, está el método utilizado por nosotros en este trabajo, el MSP (Methylation-

Specific PCR), que fue introducido por Herman et al en 1996 (149). Este método es 

sencillo, sensible y específico para la determinación del estado de metilación de las 
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regiones ricas en CpG. Una de las ventajas es la pequeña cantidad de DNA necesaria, 

del orden de nanogramos, frente a los microgramos requeridos en otras técnicas, siendo 

la sensibilidad para detectar los alelos metilados >10-4, y la otra ventaja es que los 

primers utilizados reconocen los alelos metilados y los no metilados, eliminando los 

falsos positivos de otras técnicas (digestión parcial al utilizar enzimas de restricción). 

En el carcinoma de pulmón no microcítico el porcentaje de metilación varía según la 

técnica empleada, de un 26% a un 61% según diferentes estudios. Cuando el estudio se 

realiza con la técnica MSP, Kasiwabara et al (142) encontraron que el 34% de su serie 

tenía p16 metilado, Ahrendeit et al (172)  el 38%, Esteller et al (173) el 41% y Belinsky 

et al (174) el 61,1%, aunque este estudio se realizó sólo en tumores epidermoides. 

Mediante otras técnicas que utilizan enzimas de restricción sensibles a la metilación los 

porcentajes de metilación observados son inferiores; Merlo et al (147) encuentran un 

26% de metilación, Gourgoulis at al (175) un  26% y Tanaka et al (176)  un 27%.  

 

 Al relacionar el estado de metilación del gen p16 con las variables clínico-

patológicas estudiadas (sexo, edad y antecedentes familiares), encontramos que existía 

una diferencia significativa en el porcentaje de metilación en cuanto a la edad, esta 

relación es irrelevante y no existen referencias en la literatura. Al relacionar la 

metilación con los factores pronóstico clásicos, el estado de metilación del gen p16 se 

relacionó de forma significativa con el estadio. En nuestro trabajo, la metilación de p16 

en los tumores de estadio precoz es más frecuente que en los tumores de estadio 

avanzado (26 y 19%, respectivamente) (p=0,06), por lo tanto, la metilación es un evento 
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precoz en la aparición del cáncer renal. Al estudiar el grado de diferenciación, los 

tumores de grado I presentan un porcentaje de metilación (36,4%) superior  al de los de 

grado 2, 3 y 4 (18,5%, 22,2% y 0% respectivamente), no siendo significativo. También 

en la LOH en 9p21 (otra alteración genética de p16) era más frecuente en estadios 

precoces y tumores bien diferenciados. Podemos destacar que ningún tumor papilar 

presentó metilación del gen. El porcentaje mayor de metilación lo presentaron los 

tumores de células cromófobas (57,1%) frente a un 25% en los tumores de túbulos 

colectores y un 19,4% en los tumores convencionales o de células claras. Tampoco fue 

significativo, pero ninguno de los tumores multifocales, característica de los tumores 

papilares, presentó metilación. 

 

 No existen estudios publicados que relacionen de forma significativa la 

metilación y los factores pronóstico clásicos, en los tumores renales ni en otro tipo de 

tumores. Kasiwabara et al (142) no encuentran una asociación entre las características 

clínico-patológicas como la edad y el sexo,  y factores pronóstico clásicos como la 

histología o el estadio, y el estado de metilación de p16 en carcinoma de pulmón, 

aunque este autor al igual que Belinsky et al (174), sugieren que la metilación de p16 

podría ser un hecho precoz en la aparición del carcinoma de pulmón  no microcítico. 

Merlo et al (147) sugieren también que la metilación es un evento precoz en tumores de 

vejiga y en cáncer de pulmón no microcítico. 

 

 En nuestro trabajo, de los dos pacientes que tienen inestabilidad cromosómica en 
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la región 9p21, sólo uno de ellos presenta metilado el gen (50%). En un estudio 

realizado por Ahuja et al (178) en tumores de colon, el 60% de los tumores que 

presentaban inestabilidad cromosómica estaban metilados y se asoció la hipermetilación 

a la inestabilidad de microsatélites, (p=0,02).  

 

 Al agrupar todas las alteraciones genéticas estudiadas, hemos observado que el 

51% de los tumores renales estudiados presentan al menos un tipo de alteración (LOH, 

metilación y/o inestabilidad cromosómica) en el gen p16, por lo tanto podemos decir 

que las alteraciones de p16 son un hecho frecuente en el carcinoma de células renales al 

igual que en otro tipo de tumores. No encontramos relación con las variables clínico-

patológicas y con los factores pronóstico clásicos. En la literatura no existen trabajos 

publicados que estudien los distintos mecanismos de inactivación del gen p16 en el 

carcinoma renal pero si existen estudios realizados en otros tumores donde las 

alteraciones de p16 son un hecho frecuente, siendo su significado pronóstico todavía 

incierto. Según un trabajo publicado, el 65% de tumores de pulmón no microcítico 

presentan el gen alterado debido a un 40% de LOH y un 16% de inestabilidad 

cromosómica (175); en otro estudio, las alteraciones genéticas en el carcinoma de 

laringe son debidas a la hipermetilación del gen (22%) y deleciones (57%) (162); en un 

estudio realizado en tumores de cabeza y cuello las alteraciones del gen son las 

deleciones homocigotas (20%) y la metilación (20%) (169). 

 

 Con el fin de observar si las alteraciones genéticas estudiadas tienen 
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consecuencia en la proteína codificada, realizamos el estudio de la expresión de la 

proteína p16 mediante inmunohistoquímica y encontramos que el 50% (17/38) de 

nuestros pacientes, no expresaba la proteína p16 en el tejido tumoral, por lo que 

confirmamos que las alteraciones génicas de p16 producen un bloqueo de la 

transcripción y  son un hecho frecuente en el carcinoma de células renales. Del grupo de 

pacientes que no expresa proteína p16, el 69% tienen al menos una de las alteraciones 

genéticas estudiadas y el 47% se debe a la metilación del gen p16. 

 

 En la literatura no hemos hallado ningún trabajo sobre la expresión de la 

proteína p16 en riñón, pero sí en otros tumores. El porcentaje de expresión de la 

proteína p16 varía de unos tumores a otros desde un 77% hasta un 11%. Por ejemplo, el 

56% de los glioblastomas y el 77,5% de los astrocitomas (179) no expresan proteína 

p16. El  46,5% de los tumores de pulmón no microcítico no expresan esta proteína (176) 

aunque en estudios realizados posteriormente asciende al 58% (180); el 34% de los 

tumores de ovario (182), el 45% de los melanomas (183), el 44% de los carcinomas 

hepatocelulares (184) y el 14% de los tumores de endometrio (171) no expresan p16.  

En los carcinomas gástricos, el porcentaje de no expresión de p16 varía de un 22% a un 

11% según diferentes autores (164, 185). La expresión de la proteína p16 se estudia 

mediante inmunohistoquímica pero los resultados obtenidos mediante esta técnica son 

dispares (186). Esto se debe, por un lado, a que algunos estudios utilizan anticuerpos 

monoclonales y otros utilizan anticuerpos policlonales, estos últimos son mucho menos 

específicos y pueden ocasionar falsos positivos. Por otro lado, en la técnica influye el 
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tipo de fijación y conservación del material, ya que la proteína p16 es muy susceptible 

al daño y degeneración dependiendo de las condiciones de fijación y/o preservación de 

los tejidos. Por último, aunque todos los autores consideran que existe expresión de p16 

cuando se tiñen los núcleos de las células, no todos los estudios se ponen de acuerdo en 

el número de núcleos teñidos para establecer si el tumor expresa proteína. Así por 

ejemplo, el porcentaje de expresión de p16 en tumores de pulmón no microcítico varía 

de un 27% a un 66% según las técnicas empleadas (142, 176, 180, 187). En el trabajo de 

Kasiwahara et al (142), el 66% de los tumores no expresan proteína; el anticuerpo 

utilizado para marcar la proteína p16 es un anticuerpo monoclonal y utiliza los criterios 

de Geradts (186) para interpretar los resultados: células p16 positivas cuando los 

núcleos están teñidos, sin especificar el número de núcleos y células p16 negativas 

cuando hay ausencia de núcleos teñidos, siendo la tinción del citoplasma variable. En el 

trabajo de Taga et al (187), el 27% de los tumores de pulmón no expresan proteína p16; 

el método utilizado es una técnica en parafina con anticuerpo policlonal y considera la 

tinción positiva cuando más del 10% de los núcleos están teñidos. En nuestro estudio, 

hemos empleado un anticuerpo monoclonal y hemos utilizado los criterios de Geradts 

para interpretar las tinciones considerado expresión de la proteína cuando se teñían más 

del 10 % de los núcleos. 

 

 En nuestro trabajo, en el grupo de pacientes que expresa proteína p16, es decir, 

que no tienen el gen p16 inactivado, el 69% no presenta ninguna de las alteraciones 

estudiadas y el 31% presenta al menos una de ellas (p=0,01); la alteración genética que 
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presentaba este 31% es la LOH. Este hecho es consecuencia de que el gen p16 es un gen 

supresor de tumores. Esto significa que para que se produzca la inactivación del gen es 

necesario la pérdida de los dos alelos o bien la pérdida de uno de ellos e inactivación del 

segundo alelo. Aunque exista la pérdida genética de un alelo (LOH), la célula exprese la 

proteína. La LOH supone ya un riesgo genético al faltar la mitad de la dotación 

protectora y la célula afectada se convierte, por lo tanto, en una célula iniciada que 

pasará a la fase de promoción y progresión en el momento que se produzca una 

alteración en el segundo alelo. Del grupo de pacientes que no expresa la proteína p16, es 

decir, que tienen el gen p16 inactivado, el 77% tienen al menos una de las alteraciones 

genéticas y el 23% restante no presenta ninguna alteración. Esto sugiere que en ese 23% 

existe otro mecanismo de inactivación del gen p16 diferente a los estudiados, un 

proceso alternativo relacionado con la regulación transcripcional y/o traslacional que 

inactive el gen. En otros estudios también se ha observado la elevada ausencia de 

expresión de p16 y, sin embargo, el gen p16 no está inactivado por deleciones 

homocigotas, mutaciones o por la metilación. En el trabajo de Marchini et al (188) en 

tumores de ovario, no se detecta el RNA de la proteína p16 en un 26% de los tumores y 

no encontraron mecanismos de inactivación conocidos que inactiven el gen. En el 

estudio de Kasiwabara et al (142), el 66% de los tumores de pulmón no expresan la 

proteína p16 y tan sólo el 34% metilan; debido a que las deleciones homocigotas y las 

mutaciones son infrecuentes, sugieren al igual que nosotros, otro mecanismo de 

inactivación del gen. 
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 En este trabajo hemos relacionado la expresión de la proteína con el estado de la 

metilación del gen, y en nuestra serie de pacientes, el 100% de los tumores  que 

expresan la proteína no tienen el gen inactivado mediante este mecanismo. Dentro de la 

serie de pacientes que no expresan p16, el 47% se debe a la metilación del gen p16 y el 

53% restante se debe a otros mecanismos de inactivación (p=0,01). Diversos estudios 

coinciden con nosotros en que existe una relación entre la metilación del gen y la 

ausencia de expresión de la proteína en los mismos tumores. El grupo de Kasiwabara et 

al (142) afirman que todos los tumores que tienen el gen metilado no expresan proteína 

p16 en tumores de pulmón. En el estudio realizado en tumores de pulmón por Betticher 

et al (189), se relaciona de forma significativa el estado de la metilación del gen con la 

no expresión de la proteína (p=0,04). Belisky  et al (174) también relacionan la 

metilación del gen con la expresión de la proteína. En el trabajo de González-Zulueta et 

al (145) realizado en tumores de vejiga, existe una relación significativa entre la 

metilación del gen p16 y la inactivación transcripcional del gen (p=0,00001). En el 

trabajo de Tsujie et al (185) en carcinomas gástricos, también existe una relación entre 

la metilación y la ausencia de proteína (p=0,0013). 

 

 Al relacionar la expresión de la proteína p16 con las variables clínico-

patológicas estudiadas (sexo, edad y antecedentes familiares), no encontramos 

diferencias significativas. Tampoco los factores pronóstico clásicos se relacionaron de 

forma significativa con la expresión de la proteína. Podemos destacar que todos los 

tumores papilares expresan proteína y, por lo tanto, ninguno presenta metilación del 
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gen. El mayor porcentaje de ausencia de p16 lo presentaron los tumores de túbulos 

colectores (66,7%) en los que el 50% presenta alguna de las alteraciones genéticas 

estudiadas siendo un 25% la metilación. Los tumores de células cromófobas no 

expresan p16 en un 60% y el 57% tiene una alteración que coincide con la metilación. 

En los tumores de células claras en las que el 50% no expresa proteína el 50% tiene una 

alteración (19,4% metilación, y 0,6% inestabilidad crommosómica). La ausencia de 

expresión de la proteína p16 es un evento tardío en nuestra serie de pacientes. Existe 

una mayor tendencia a no expresar proteína en los tumores en estadio avanzado (64,3%) 

que en los tumores en estadio precoz (40%) a diferencia de las alteraciones genéticas, 

que eran más frecuentes en estadios precoces. También los tumores menos 

diferenciados expresen menos proteína que los más diferenciados (57,1 y 48,1% 

respectivamente). Esta diferencia encontrada entre las alteraciones genéticas y la 

expresión de la proteína puede ser consecuencia de la existencia de otro mecanismo de 

inactivación del gen diferente a los estudiados en este trabajo, que inclinaría la balanza 

hacia los estadios más avanzados y los tumores más indiferenciados. 

 

 En la literatura, en general, no existe acuerdo sobre la relación entre la expresión 

de la proteína p16 y las variables clínico-patológicas y los factores pronóstico clásicos. 

Por ejemplo, en el trabajo realizado por Taga el al (187) en tumores de pulmón, no 

existe relación entre la expresión de la proteína p16 y la edad, sexo, histología y grado; 

en el trabajo en tumores de ovario de Marchini et al (188), tampoco existe relación con 

el estadio, grado e histología. Sin embargo, en el trabajo de Tsujie et al (185) sugieren 
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que la falta de expresión de la proteína se asocia a carcinomas gástricos poco 

diferenciados (p=0,0133); el grupo de Straume et al (182) encontró relación 

significativa entre la pérdida de proteína y la invasión vascular (p=0,001) y metástasis 

(p=0,0001). Salvensen et al (171) asocian significativamente la falta de expresión en 

endometrio al incremento de edad, estadio avanzado, al tipo histológico y a un alto 

grado de diferenciación del tumor. Hui et al (183) relacionan la falta de expresión con la 

metástasis (74% en tumores metastásicos frente a 36% en los no metastásicos, p=0,001) 

y con tumores poco diferenciados. En el trabajo de Nishida et al (190) realizado en 

hepatocarcinomas, las alteraciones de p16 son poco frecuentes y se asocian a un 

comportamiento agresivo del tumor, es más frecuente en tumores avanzados y se asocia 

a mal pronóstico. En el trabajo de Marchetti et al (191) en tumores de pulmón, las 

anomalías del gen p16 son evento tardío probablemente relacionado con la adquisición 

de fenotipo metastásico. No observaron relación entre alteraciones de p16 y la edad, 

tamaño, histología y grado.  
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ALTERACIONES GENÉTICAS EN EL GEN p16. RELACIÓN CON EL 

PRONÓSTICO 

 

 Es importante conocer si las alteraciones genéticas estudiadas son capaces de 

predecir de forma independiente el pronóstico de los pacientes con carcinoma renal. 

 

 Respecto a los factores pronóstico clásicos, se confirma que el grado de 

diferenciación nuclear, el estadio tumoral y el tamaño tumoral (T), presentan significado 

pronóstico. Los pacientes con tumores indiferenciados (grados 3) presentan un riesgo 16 

veces mayor de recidivar que los bien diferenciados (grados 1 y 2) (p=0,008); los 

pacientes en estadios avanzados (estadios III y IV) tienen un riesgo de recidivar 100 

veces superior  a los de estadios precoces (estadios I y II) (p=0,008) y los pacientes con 

tumores T3 según TNM tienen un riesgo 118 veces superior de recidivar que los T1 y 

T2 (p=0,002). Aunque no es significativo, los tipos histológicos que presentan peor 

pronóstico son los tumores convencionales o de células claras y los tumores de túbulos 

colectores. 

 

 En el estudio univariante de la implicación pronóstica de las alteraciones 

genéticas  en el gen p16 observamos que ninguna de estas alteraciones presenta 

significado pronóstico, sin embargo, en el caso de la expresión de la proteína, los 

pacientes que no expresan p16 tienen un riesgo de recidivar de 2,04 veces más que los 

que expresan proteína (p=0,55). Tienen una mayor tendencia de recidivar aquellos 
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pacientes que presentan alguna alteración genética (LOH o metilación). La tendencia es 

más acusada en los pacientes que presentan al menos una de las alteraciones (LOH y/o 

metilación) donde el riesgo relativo de recidivar es 1,45 veces superior a los que no 

tienen ninguna alteración.  

 

Al observar la tendencia de las alteraciones genéticas en p16 a ser un factor de 

mal pronóstico, realizamos un análisis estratificado para estudiar el efecto de cada 

variable según el sexo, la edad, el tipo histológico, el grado de diferenciación, el estadio 

y el tamaño tumoral agrupados en estratos o categorías de la variable y se observó que 

ninguno de estos factores salvo la edad tenía significación sobre las variables 

consideradas como nuevos factores pronóstico. La edad es un factor que produce 

interacción en la variable metilación, de tal forma que, eliminando el efecto que la edad 

ejerce en el riesgo de recidivar, se observa que los pacientes con tumores metilados 

tenían un riesgo de recidivar 2,16 veces más respecto a los que no metilan (p=0,57), 

mientras que dependiendo de la edad el riesgo de recidivar era 1,07. Se aprecia que la 

metilación puede ser un factor pronóstico en los pacientes mayores de 60 años (p= 0,04) 

pero no en los menores o igual a 60 años (p=0,41).  

 

 El análisis multivariante mostró que ninguna de las alteraciones genéticas 

presentó  significado pronóstico independiente en la S.L.E. De los factores pronóstico 

clásicos, el grado de diferenciación nos proporciona información independiente en 

cuanto al riesgo de recidivar. El grado de diferenciación es un factor que produce 
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confusión en la variable metilación, eliminando el efecto que el grado ejerce en el riesgo 

de recidivar (los pacientes con tumores de grado 3 tienen mayor riesgo de recidivar que 

los de grado 1 y 2) y realizando una media ponderada entre los riesgos relativos de 

ambos estratos, se observa que los pacientes con tumores metilados tienen un riesgo de 

recidivar 16,24 veces más respecto a los que no metilan con un IC (95%) entre 1,68-

158, (p=0,01), mientras que sin eliminar el efecto del grado, el riesgo de recidivar de los 

tumores metilados frente a los no metilados era de 1,07.  

 

 En la literatura no existen publicaciones que nos informen sobre el valor 

pronóstico de las alteraciones genéticas gen p16 y la expresión de la proteína p16 en el 

cáncer renal. Solamente, en el estudio realizado por Schraml et al (159) en una serie de 

tumores renales de células claras, la LOH en el cromosoma 9p21 se asoció a una menor 

supervivencia en pacientes con tumores T3 (p=0,01). 

 

 En otro tipo de tumores como el melanoma, la falta de expresión de la proteína 

p16 se asocia de forma significativa a una menor supervivencia; el porcentaje de 

supervivencia a los 10 años es de un 37% cuando no expresan proteína frente a un 67% 

cuando expresan proteína (p=0,0003) (183). En el carcinoma de colon, la presencia de 

alteraciones genéticas en p16 se asocia con una peor supervivencia, aunque no tiene 

significado estadístico (165). Según Puduvalli et al (179), la expresión de p16 no es un 

factor pronóstico de supervivencia independiente en los gliomas. En cáncer de 

endometrio, la S.G. a los 5 años fue del 47% en pacientes que no expresaban p16 frente 
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al 81% en pacientes que expresaban p16 (p=0,0001), según Salvensen et al (171) es un 

factor pronóstico independiente. 

 

 La presencia de alteraciones genéticas en el gen p16 y la consiguiente falta de 

expresión de la proteína codificada en el tejido tumoral es un hecho frecuente en el 

carcinoma renal. Con el fin de obtener unos resultados más concluyentes sobre su 

prevalencia y su valor pronóstico tanto en la S.L.E. como en la S.G., es importante 

ampliar el estudio de este gen en el carcinoma renal aumentando la casuística. De esta 

forma podríamos consolidar su papel en el diagnóstico, tratamiento y seguimiento de los 

pacientes diagnosticados de carcinoma renal. 
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1. Las alteraciones genéticas del gen supresor p16 son un hecho frecuente en nuestra 

serie de pacientes diagnosticados de cáncer renal: el 50% no expresa la proteína p16. 

 

2. El 51% presenta al menos una de las alteraciones genéticas estudiadas. La LOH en 

9p21 (25%) y la metilación del promotor del gen p16 (23%) son hechos frecuentes. 

Menos frecuente es la inestabilidad cromosómica que se observa en el 4,2% y la 

deleción homocigota que no está presente en ningún tumor. 

 

3. El 47% de los tumores que no expresan la proteína se debe a la metilación del gen 

p16 (p=0,01). El 100% de los tumores que expresan la proteína no tienen el gen 

inactivado mediante el mecanismo de la metilación.  

 

4. En el 23% de los tumores con ausencia de proteína no se ha detectado ninguna 

alteración genética. Esto sugiere la presencia de otro mecanismo de inactivación del 

gen p16 diferente a los estudiados, un proceso alternativo relacionado con la 

regulación transcripcional y/o traslacional que inactive el gen.  

 

5. No se observó relación entre las alteraciones genéticas de p16 y la expresión de la 

proteína con las variables clínico-patológicas y los factores pronóstico clásicos 

estudiados. En nuestra serie de pacientes, la LOH y la metilación tienen tendencia a 

relacionarse con los estadios precoces y grados diferenciados y, la ausencia de 

expresión de la proteína p16 tiende a ser un evento tardío. 

 189



Tesis: Alteración del gen supresor p16 en el carcinoma renal. Victoria del Barco         CONCLUSIONES 

 

6. Los pacientes que presentan al menos una de las alteraciones (LOH y/o metilación) 

tienen un riesgo relativo de recidivar 1,45 veces superior a los que no tienen ninguna 

alteración y los pacientes que no expresan p16 tienen un riesgo de recidivar de 2,04 

veces más que los que expresan proteína, aunque estas diferencias no son 

estadísticamente significativa.  

 

7. Se observa que la metilación puede ser un factor pronóstico en los pacientes 

mayores de 60 años (p= 0,04) pero no en los menores o igual a 60 años (p=0,41). 

Eliminando el efecto que la edad ejerce en el riesgo de recidivar, los pacientes con 

tumores metilados tienen un riesgo de recidivar 2,16 veces más respecto a los que 

no metilan (p=0,57), mientras que dependiendo de la edad el riesgo de recidivar era 

1,07. 

 

8. Únicamente el grado de diferenciación presentó significado pronóstico 

independiente en la SLE. Eliminando el efecto que el grado de diferenciación ejerce 

en el riesgo de recidivar, los pacientes con tumores metilados tienen un riesgo de 

recidivar 16,24 veces más respecto a los que no metilan (p=0,01), mientras que sin 

eliminar el efecto del grado, el riesgo de recidivar de los tumores metilados frente a 

los no metilados era de 1,07.  
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• ACS: Sociedad Americana del Cáncer 

• CCRF: Carcinoma de células Claras Renales Familiar 

• CCR: Carcinoma de Células Renales 

• VHL: Von Hippel-Lindau 

• UICC: Union Internationale Contre le Cancer 

• AJCC: American Joint Committee on Cancer 

• PCNA: Antígeno Nuclear de Proliferación Celular 

• FGF: Factor de Crecimiento Fibroblástico 

• VEGF: Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular 

• LOH: Pérdida de Heterocigosidad  

• MTS-1: Major Tumor Suppressor 

• INK4a: Inhibidor de Quinasas 4a dependientes de Ciclinas 

• CDKN2A: Inhibidor 2A de Quinasas dependientes de Ciclina 

• CDK4I: Inhibidor de Quinasas 4 dependientes de Ciclina 

• TGF-β: Factor de Crecimiento Transformante 

• PK: Proteína Quinasas 

• CDKs: Quinasas dependientes de Ciclinas  

• Rb: Retinoblastoma 

• PAAF: Punción-Aspiración con Aguja Fina  

• SDS: Dodecil Sulfato Sódico 

• UV: Ultravioleta 
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• PCR: Reacción en Cadena de Polimerasa 

• DNTPs: Nucleótidos 

• TBE: Tris - Bórico - EDTA  

• Temed: N,N,N’,N’-Tetrametil-Etilendiamina 

• DAB: Diaminobencidina  

• DE: Desviación Estándar  

• RIQ: Intercuartílico 

• OR:  Odds Ratio 

• ANOVA: Análisis de la Varianza 

• SG: Supervivencia Global 

• SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad  

• RR: Riesgo Relativo 

• IC 95%: Intervalos de Confianza del  95% 
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